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1.GIRIS VE AMAG

Kolon ve rektum karsinomiar) erkeklerde akciger ve prostat karsinomiarindan
sonra ugUncl, kadinlarda meme karsinomlarindan sonra ikinci siklikhkia
gorulmektedir . Kolon ve rektum karsinomlar en sik 6 ve 7. dekatlarda ortaya
cikmakla birlikte olgularin %20' si tani konuldugunda 50 yas altindadir. Butun
ulkelerde gérulebilen kolorekfal karsinomun en sik oldugu Glkeler Amerika,

Kanada, Avustralya ve Isveg'tir (1-6).

Kolon ve rektum karsinomlarinin etyoloji ve patogenezinde gevresel ve genetik
faktorler, diyet aliskanliklan, inflamatuar barsak hastalikiarinin yanisira son
yllarda artan molekuler biyolojik calismalaria tumér baskilayici gen ve

onkogenlerin rolu de ortaya konulmusgtur (7-9).

Kolon ve rektumdaki tim kanserlerin %98'ini olusturan adenokarsinomlarin
buyuk kismimin daha onceden varolan adenom Uzerinden gelistidi
bilinmektedir (10,11). Adenomiar iginde invaziv karsinom odaklarinin gérulimesi
ve invaziv karsinomlar etrafinda daha 6nceden varolan adenoma ait artiklarin

izlenmesi siktir (11).

Son zamanlarda onkogenler ve tumér baskilayici genler ile ilgili gelismeler
insan tumorierinde karsinogenezin degisik basamaklarim aragtirmak igin yeni
olanaklar saglamigtir (12). Kolorektal karsinomlarda onkogenlerin aktivasyonu
ve tumodr baskilayict genlerin kaybini iceren ¢ok basamakh karsinogenez
uzerinde gok sayida galisma yapilmigtir. Kolon epitelinde hiperplaziyi adenom
ve bunu da adenokarsinom olusumu takip etmektedir. Bu morfolojik
degigiklikler sirasinda ilk ortaya gikan molekiler dedisiklik olan APC geninde
mutasyonu DNA metilasyonunda kayip, ras geninde mutasyon, DCC geninde
kayip ve p53 geninde mutasyon izlemektedir (13, 14).

Insan kanserlerinde mutasyonu en ¢ok gosterilmis olan tumor baskilayici gen
pd3 genidir. Bu genin inaktivasyonu, delesyonu vefveya mutasyonu

onkogeniktir. Karsinogenezde p53 geni fiziksel faktorler, kimyasal karsinojenler




ve tumdr virtslerinin temel hedefidir (15). Kromozom 17’nin kisa kolunda
(17p13.1) bulunan ve 11 eksondan olugan pS3 geni hucre proliferasyonunun
duzenlenmesinde rol oynayan, molekuler agirhigi 53 kD olan, 393 aminoasidlik

cekirdek fosfoproteinini kodiar (16-19}.

Normal hucrelerde az miktarda bulunan p53 proteini insan tomdrlerinde ve
kulturlerdeki transforme olmusg hiicrelerde artmig miktarda bulunmaktadir (15).
Epitelyal, mezenkimal, hematopoietik, lenfoid ve santral sinir sistemi ile ilgili
malignitelerin %50'den fazlasinda dedismis p53 geni gosterilmistir; p53'ten
yoksun olan farelerin normal dogmas! ve hayatlarimin ileri bir déneminde
kanser geligebilmesi, p53'un kanser gelisiminde baglatici olmadidini, ge¢
dénemde ortaya ciktidini dusundurmektedir (20). Kolorektal adenokarsinom
geligsiminde de, p53 gen mutasyonu ve allelik delesyonunun ge¢ adenom
evresinden adenokarsinoma gecis asamasinda rol oynadidi ileri strulmektedir;
p53 genindeki degigikliklerin genetik heterojenitesi p&3'Un tamamen

kaybindan, nokta mutasyona kadar farklihikiar géstermektedir (21-23).

Kanserli hastanin tedavisini belirlemede ve prognozu tahminde yardimci
olabilecek objektif verilere ihtiyag duyulmaktadir. Kolorektal karsinomlarda
histopatolojik tan ve evresi ayni olan hastalarda prognoz tumérun biyolojik
ézellikleri nedeniyle farkll olabilmektedir. Bu nedenle tumdr prognozunda rol
oynayan parametrelerin saptanmasi tedaviyi ydniendirme acgisindan 6nem
tasimaktadir (24). Gunumizde devam eden ¢aligmalar, tumdr proliferasyon
aktivitesinin olclimesinin prognozu belirlemede ve tedaviyi yonlendirmede
yararlt olabilece@ini géstermektedir (25, 26). Doku proliferasyon aktivitesini
saptamak icin kullanilan yéntemler; mitotik figurleri saymak, 3H-thymidine veya
bromodeoxyuridine ile isaretlenme indeksini éigmek, flow-sitometre ile hicre
analizi ve immunhistokimyasal yontemlerie PCNA ve Ki-67 antikorlar ile

boyanmanin degerlendiriimesi seklindedir (27, 28).

Kolorektal adenom ve adenokarsinom biyolojik davranigini belirlemeye 1sik
tutmayt amaclayan ve hucre kinetigini de@erlendiren bir ¢ok c¢alisma
yapilmaktadir. Mitotik figtrleri saymak G2 ve M fazindaki hicreleri, thymidine

ve bromodeoxyuridine indeksleri S fazindaki hucreleri saptar. DNA flow-

sitometri ile yapiian analizler hucre proliferasyonunu yalnizca S fazindaki




hucreler olarak veya hucre déngusunun G2/M fazi olarak gdsterir. Mitotik
indeksin saptanmasi, timidin ile yapilan otoradyografik calismalar, flow
sitometri ve antibromodeoksiuridine ile S fazindaki hiicrelerin isaretienmesi
gibi yéntemler zaman alici olmalari ve kompleks arag-gereg gerektirmeleri gibi
dezavantajiara sahiptir. Immunhistokimyasal metodlarin ise tumér proliferasyon
aktivitesini saptamada; kolay uygulanabilir, tekrarlanabilir, ucuz, doku
morfolojisini koruyabilen ve arsive dénuk calismalar yapilabilmesine olanak
veren, kisa zamanda sonuca ulagiiabilen avantajlarindan dolay rutin kullanima
girme potansiyelleri gittikge artmaktadir. Ancak giunumuzde bu ydntemlerin
rutin kullanima girebilmeleri igin daha birgok aragtirmaya ihtiyag oldugu

go6zden kagciriimamalidir.

Parafine gdbmull dokularda buyume fraksiyonunu immuinhistokimyasal olarak
belirleyebilen beg antikorun karsilastirildig: bir galigmada normal ve maligniteli
dokular; monoklonal Ki-67, poliklonal Ki-67, PC10, MiB1 ve JC1 antikorlar ile
boyanmigtir. Antikorlar ile boyanma cekirdek, sitoplazma ve zemin boyanmasi
acgisindan degerlendirilmigtir. Higbir belirtec tam ideal olmamakla birlikte, en iyi
sonucun MIB1 ve poliklonal Ki-67 ile alindi§ini ve bunlari JC1, PC10 ve
monoklonal Ki-87'nin izledidi bulunmustur (27).

Hucre proliferasyonu igin gerekli bir faktér olan Ki-67'nin molekuler agirlig ve
gergcek fonksiyonu bilinmemektedir. Ki-67 antikoru prolifere olan hucre
gekirdegindeki bir antijen ile reaksiyona girer ve Go fazi digindaki tum hucre
dongusunde ifade edilr. Bazen G1 fazinin erken ddnemlerinde de
bulunmadig! bildiriimektedir (29, 30).

Miyachi ve arkadaglari 1978 yilinda sistemik lupus eritematozuslu hastalardan
elde edilen otoantikortarin prolifere olan hlcrelerde bulunan bir nukleer
antijeni tanidigint géstermigler ve bu antijeni "proliferating cell nuclear antigen”
(PCNA) olarak isimlendirmiglerdir (31) PCNA son yillarda doku
proliferasyonunu belirlemede siklikla kullaniimaktadir. DNA sentezi icin gerekli
olan PCNA, 36 kDa agirhdinda asidik non-histon nikleer protein olup, DNA
polimeraz & icin yardimct bir protein olarak g("jrev yapmaktadir (32) PCNA
mRNA yalnizca prolifere olan hucrelerde artar Stabil PCNA mRNA'nin
dinlenme fazindaki hucrelerde yoklugu PCNA'yt kodlayan gende intron 4'un




varliina baghdir. Bu intronun ortadan kalkmasiyla prolifere olan hucrelerde
PCNA mRNA yuksek duzeylerde birikmektedir (33).

Malign tumdrierde ilaca direncin geligmesi sitotoksik tedavinin etkinligini
sinirfamaktadir. Gok flaca Direng'li (CID) hicrelerde ilag birikimi azaimis ofarak
bulunmaktadir CID'li hicre dizilerinde degigmis topoizomeraz !l veya artmis
glutathione S transferaz (GST) varli§i gosteriimigse de, P-glikoprotein (P-gp)
yoguniugunda artma en ¢ok rastlanan degisikliktir (34, 35). Kolorektal
timorierde P-gp variigi insitu hibridizasyon ve immunhistokimya analizleri ile
gdsterilmigtir (24, 36).

P-gp 170-kDa agiridinda plazma membran proteini olup "multidrug resistance
gene” MDR1 ile kodlanmaktadir (36,37). Bu protein bakteriyel ve ¢karyotik
bircok tasima proteini ile benzerlik g&sterir (37,38). P-gp metabolik olarak aktif
caligan ATP ba@imli pompa goérevi yapar ve ilag dahil olmak Uzere iyonlardan
peptidlere kadar birgok maddeyi hiicre membrani digina dogru tasir (39,40).

Kemoterapinin baglamasiyla P-gp ifadesi olan hucrelerin sayica artmas; ilaca
duyarli htcrelerin Sldugunt ve ilaca direngli hucrelerin ise ¢ogaldigini
olduklarindan, PCNA ve Ki-67 pozitif hucrelerin orani adjuvan kemoterapiye
karar verilmesine yardimci olma potansiyeli tagimaktadir (24). Bu nedenle
proliferasyon aktivitesi ile kemoterapi direncini gésteren P-gp ifadesinin
arasindaki iligkinin belirienmesi énem kazanmaktadir.

Bu galismada kolorektal karsinogenezi gok yénlt arastirmak amaciyla, normal
kolon mukozasi, kolorektal adenom ve adenokarsinomlarda PCNA ve Ki-67 ile
saptanan doku proliferasyon aktivitesi, pS3 ve P-gp ifadeleri arasindaki iligki;
kolorektal adenokarsinomlarda tumér proliferasyon aktivitesi ile prognozu
belirlemede rolt oldudu bilinen klinik ve histopatolojik parametreler arasindaki
iligki; adenokarsinomiarda P-gp boyanmasi ile hastalarin kemoterapiye yaniti
arasindaki iligki arastiritmistir




2.GENEL BILGILER

2.1.KOLOREKTAL TUMORLER

Kolon ve rektumun benign ve malign tumérlerinin buyuk kismini epitelyal
tumorler olugturur (11, 41-44). Kolon tumérlerinin Dunya Saglik Orguti'ne
(WHO) gére siniflanmasi Tablo 1'de gérilmektedir (45).

2.1.1. KOLOREKTAL ADENOMLAR

Kolorektal adenomlar, kolon epitelinin degisik derecelerde atipi tagiyan, sapsiz
ya da sapl benign tumdrleridir (11, 43, 44, 46, 47). Kolorektal adenomlar
dunyanin degigik bolgelerinde farkir siklikta olup erkeklerde ve kadinlarda esit
oranda gorulur. Adenom géruime siki§ 40 yas altinda %20-30 iken, 60 yas
Uzerinde %40-50'ye kadar ytkselmektedir (42, 48, 49). Kolonun tum
bolgelerinde yerlegebilen adenomlanin yaklagik 1/3'a rektum ve sigmoid
kolonda bulunur (44, 47). Adenomlar histolojik yapilarina gére tubuler, villéz ve
tubdlovilldz  olmak Gzere 3 alt gruba aynlir Her (¢ grupta da degisik
derecelerde displazi goérulebilir (47).

ajKolorektal tiibller adenom (Adenomatédz polip): Tibuler adenomlarin
kolondaki yerlesimleri sag kolonda %40, sol kolonda %40 ve rektumda %20
oranundadir (80, 51). Yetigkin otopsilerinin  yaklastk %30-40'Inda
rastlanabilmekte olup bu oran yasla birlikte artmaktadir (46, 52)

Kuguk caph tubuler adenomlar genellikie asemptomatik olup; anemi veya gizli

kan kaybi sebebleri arastirilirken ve ya rektal kanama sonrasi tesadiufen
saptanirlar. BuyGk gapli olan tubller adenomlar ise barsak aligkanliklarinda
degdisiklige veya intussepsiyona da sebep olabilirler (50).




Tablo 1: Kalin barsak tumérlerinin histolojik siniflamasi (WHO).

KALIN BARSAK TUMORLERININ HiSTOLOJIK SINIFLAMASI

"1 EPITELYAL TUMORLER
A) Benign
1 Adenom
a Tabiiler (Adenomatdz polip)
b. Villéz
¢ Tubilo-villsz
2 Adenomatozis (adenomatdz pofipozis koli)
B} Malign
1. Adenckarsinom
2. Musingz adenokarsinom
3. Tagh yiiziik hlereli karsinom
4, Yasst epitel hicreli karsinom
£ Adenoskuaméz karsinom
6. Diferansiye olmamis karsinom
7 Sm:ﬂandlnimam:s karsinom
Il KARSINOID TOMORLER
A Argentaffin
B Argentaffin ofmayan
C. Birlesik
Il EPITELYAL OLMAYAN TOMGRLER
A. Benign
1. Lefomyom
2 Leiomyoblastom
3. Neurifemmom (shwannom)
4 Vaskiiler timérier (hemanjiom, lenfanjiom)
5. Digerleri
B Malign
1. Leiomyosarkom
2 Digerteri
V: HEMATOPOIETIK ve LENFOID NEOPLAZMALAR
V SINIFLANDIRILMAMES TUMORLER
V] SEKONDER TUMORLER
VIl TOMOR BENZER| LEZYONLAR

Vil GLSERATIF KOLITTE EPITELYAL ATIFI




Tubuier adenomlar makroskobik olarak nadiren 2.5 cmden buydk gapta olup,
gogunlukla 1 cm'den daha kugik gaplidiriar. Sapsiz yada sapll, tek yada ¢ok
sayida olabilirler Tubuler adenomlar yuvarlak sekilli, dizgun yuzeyli, gevre
mukoza ile karsilastinldiinda daha koyu, kirmizimsi renktedirler (46, 51).
Mikroskobik olarak normal mukoza ile kargilastinididinda bezlerde artig
goruttr. Bezler birbirinden normal gérunumde ofan lamina propria ile ayrilir.
Adenomun sap: fibromuskuler doku ve belirgin kan damarlarindan olugur.
Bezieri dtseyen hucrelerde cogalma, hiperkromatik ¢ekirdek ve mitoz
sayisinda artig (arada atipik mitozlar olabilir), dedisik derecelerde musin
sekresyonu gorulebilmekle birlikte bazen hi¢ olmayabilir (52).

Tubuler adenomlarda itk degisiklikier bezlerin ust kisimlarinda saptanir. Bazal
membran kahnlasmistir ve siklikla hafif derecede olmak Uzere degigik
derecelerde displazi izlenebilir (52).

Kolonun duz (fiat) adenomlari makroskobik olarak 1 cm'den kuguk captadiriar.
Duiz adenomlarin iki tipi tarif edilmigtir. Bunlardan bir tanesi timuyle duz iken,
dijerinde merkezde basikhk (depressed adenoma) tanimlanmigtir (53-56).
Mikroskobik olarak lezyon komsu normal epitelin vertikal boyutunun iki
siklikla siddetli derecede displazi izlenir (53, 54). Bazi yazarlar duz
adenomlarin tipik polipoid adenomlara doénGstugunu ileri surerken, bazi
yazarlar da duz adenomiann diz karsinomlarin kenarlarinda izlenmeleri

nedeniyle dogrudan invaziv 6zellik kazanabildiklerini duginmektedir (57, 58).

Kolonun genetik gecis gdsteren polipozis sendromlarinda ¢oguniukla tubuler
adenomlar géruldugu igin bu sendromlan kisaca godzden gegirmekte fayda

vardir.

i. Familyal polipozis (polipozis coli): Otozomal dominant gegis gosterir,

kolonda minimum 100 adenomatdz polip izlenir. Familyal polipoziste kolonu

kaplayan polipler 1sik ve elektron mikroskobik 6zellikleriyle sporadik tubuler
adenomlardan farkh degildir (59) Hastalikla ilgili sorumiu gen kromozom
5qg21'de lokalize "Adenomatous Polyposis Coli" (APC) genidir (60).

P T el




Makroskobik olarak, barsak mukozasi hafif yukseltilerden, buyuk kitlelere
kadar degisen poliplerle dolu olup yer yer duz adenomlar da bulunabilir,
Poliplerin sayisi birkag yuz ile birkag bin arasinda degisir (59)

Tedavi edilmezse familyal polipozis olgularnin timinde kahin barsakta bir
veya birden fazla yerde karsinom/lar/ geligir. Familyal polipozisli hastalarda
kolon karsinomu sporadik kolon karsinomu olgularindan ortalama 20 yil énce
ortaya cikar. Bu yuzden familyal polipozisii olgularda 20-25 yaslar arasinda
profilaktik kolektomi uygulanmas: gerekir (59)

Familyal polipozis sendromunun bir varyantt da kahtsal duz adenom
sendromudur. Bu sendromda polipler duz tipte olup, sayilan 100'den azdir,
saj kolonda yerlesimi daha siktir. Kromozomal anormallik familyal polipozis
sendromu ile ayni lokustadir (61).

ii.Gardner sendromu:

Familyal adenomat6z polipozisin bir varyant: olup; intestinal polipler, kafatasi
kemikleri ve mandibulada multiple osteomlar, deride multiple epidermal kistler,
yumusak doku tumérleri ve fibromatozisin birlikte oldugu otozomal dominant
gecisli bir sendromdur. Fibromatozis siklikla daha onceki cerrahi girigim
yerlerinde izlenir. Karsinom gelisme riski familyal adenomat6z polipozisteki
kadar yilksektir ve profilaktik kolektomi uygulanmasi gerekir. Gardner
sendromlu hastalarda periampuller bolge karsinomlarinda da artig saptanmigtir
(59).

iii. Turcot’s sendromu:

Kolorektal ttibuler adenomlarin ve beyin tumorierinin (6zellikle glioblastom)
birlikte oldugu otozomal resesif gegisli bir sendromdur (59)

b) Kolorektal villéz adenom (Villz papillom): Villdz adenomiar rektum ve
rektosigmoid bélgede daha sik goriiur ve tum kolorektal adenomlarin yaklagik
%10'unu olugturur. Hastalar genellikle yaslidir. Villéz adenomlar 10 cm’e kadar
ulagabilir ve makroskobik olarak papiller villoz projeksiyonlar ve genis bir
taban izlenir. Mikroskobik olarak; papillalarin epitelle déseli parmak geklinde

cikintilar ve muskularis mukozaya kadar inen lamina propriadan olugtugu




izlenir. Villdz adenomlarda da musin sekresyonu degisik derecelerdedir ve

siddetli derecede dispiaziye daha sik rastlanir (47).

c)Kolorektal tiibiilovilléz adenom: Kolon ve rektumdaki villdz ve adenomatoz
komponenti yaklagik olarak esit olan poliplere villoglanduler polipler,
tibiilovilloz adenomlar ya da papiller adenomiar adlari verilmektedir (62)

2.1.2.KOLOREKTAL ADENOKARSINOMLAR

Kolorektal karsinom insidans! dunyada degisik cografi bélgelerde farkhliklar
gostermektedir. Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’da sikiik bakimindan akciger ve
meme kanserinden sonra Uguncu sirada gelmektedir. Bu farklihgin yasam stili
ve beslenme ahiskanid: ile iliskili oldugu dusunilmektedir. Diguk risk
bolgelerinden yuksek risk bolgelerine gégenlerde kolorektal karsinom geligme
riski de artmaktadir (3).

Kolorektal karsinomlar en sik 6-7. dekatta gérullrler. Olgularin %20'si 50 yasin
altindadir Geng bir hastada kolorektal karsinom ile kargilagiidiginda uiseratif
kolit ya da familyal polipozis sendromu ile birlikte olabilecegi akia gelmelidir (4-
6) . Rektum kanserlerinde erkek, kadin orani 2/1 iken; kalin barsagin diger

bolgelerinde bu oran esittir (63).

Kolorektal karsinomun etyolojisi ve patogenezi hem gevresel hem de genetik
faktorlere badhdir. Cevresel faktorler blyuk oranda diyetle iigilidir. Ozellikle
yuksek oranda hayvansal yag tuketenlerde karacigerde kolesterol ve safra
asitlerinin Uretimi artmaktadir. Safra asitleri ve kolesterol intestinal mikroflorayi
degistirerek potansiyel karsinojenlere donugebilirler. Lifli gidalar ise barsak
gecis zamanini kisaltarak koruyucu etki yaparlar (3, 64-66). Genetik faktérler
icinde en agik olan, familyal polipozisli ve Gardner sendromiu hastalarda
kolorektal kanser geligiminin yaklasik %100 olmasidir (47). inflamatuar barsak

hastalii (6zellikle Ulseratif kolit) olan hastalarda da kolon kanseri riski

artmaktadir. Ancak inflamatuar barsak hastaliklart tum  kolorektal
adenokarsinomlarin kiguk bir bélumingnden sorumludurlar (47, 67).
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a) Kolorektal adenokarsinomiarin makroskobik Gzeliikieri:

Kolon karsinomlarinin  yaklagik %50’si rektosigmoid bdlgede yerlesim
gosterirler. Kolorektal karsinomlar polipoid yada ulsere/infiltratif tiptedirler.
Polipoid kanserler Ulseratif olanlara gére daha iyi prognoza sahiptirier. Bu
muhtemelen polipoid kanserlerin  Ulseratif kanserierden daha erken
klinikopatolojik evrede yakalanmalarina baghdir (68) Polipoid kanserler
yuvarlak kenarli olup gevre normal mukozadan belirgin bir sinirla ayriirlar.
Ulserefinfiltratif kanserlerde ise tumor daha basiktir ve merkezi ulseredir (69).
Sol kolonda gelisen tumorlerde Uulserefinfiltratif, sag kolonda gelisen
tumérierde ise polipoid buyume paterni daha sik izlenir (53).

Kolon tumérlerinin  kesit ylzunde tumdér dokusu grimsi-beyaz renkli,
desmoplazi varsa sert kivamhidir, musinéz tumérierde ise kesit yuzinde

jelatindz gérunum dikkat geker (70).

b) Kolorektal adenokarsinomiarin mikroskobik ézellikleri:

Kolorektal karsinomiarin %98’ adenokarsinomdur Tumdr hucreleri kolumnar
hucrelerden, goblet hucrelerinden ve az sayida endokrin hucrelerden olugur.
Ozellikle timér sinrlarinda belirgin olmak Gzere desmoplazi ve inflamasyon
gorulebilir Nadiren tumdér stromasinda metaplastik kemik dokusu olabilir. (68,
71). Tumér kenartarinda énceki adenoma ait kalinblar saptanabilir. Daha sik
olarak bezlerde hiperplazik degisiklikler vardir ve goblet hiicrelerinde arbig ile
karakterize "tranzisyonel mukoza" gérulur (68). Kolorektal adenokarsinomliarin

¢ogunda histokimyasal olarak gésterilebilen musin bulunur (72).
c) Kolorektal adenokarsinomlarda grade ve evre:

Kolorektal adenokarsinomlarda grade ve prognoz arasinda iliski olmakia
birlikte 6zellikle biyopsilerde subjektif degerlendirmeler nedeniyle soruniar
yasanmaktadir, Adenokarsinomlarin diferansiyasyonu tumdr hdcrelerinin
tubuler (asiner) yapilanma derecesine gére belirlenmektedir. Parantez iginde
adenokarsinomlarin diferansiyasyon derecelerine goére gbrilme oranlan
verilmigtir.
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Grade |. lyi derecede diferansiye adenokarsinom (%15-20)
Grade |l. Orta derecede diferansiye adenokarsinom (%60-70)

Grade 1ll. Kétu derecede diferansiye adenokarsinom (%15-20)

Grade | adenokarsinomlar basit ve daha az olmak uzere kompleks tubdllerden
olusuriar. Tubllleri doseyen epiteide polarite korunmustur ve gekirdekier
uniform boyuttadir, adenomatéz polip epiteline benzerler.

Grade |l adenokarsinomlar basit, kompleks ve dizensiz tubullerden olusur,

polarite kaybolmustur ve solid alanlar tagiyabilir

Grade |ll adenokarsinomlarda ise ileri derecede duzensiz bez yapilari veya
diferansiyasyonda tumiyle kayip izlenir. Tumér en az %50 alanda solid

adalardan olusur.
i) Kolorektal adenokarsinomlarda Duke evreleme sistemi:

Duke tarafindan 1929 yilinda 6nerilen evreleme sistemi genis kullamm alani
bulmus ve prognozla yakin iligkisi nedeniyle bugtine kadar kullaniimaya devam
etmistir (73). Parantez iginde 5 yillik yasam beklentisi verilmigtir.

Evre A: Tumér sadece barsak duvarindadir (%83).

Evre B: Tumdr barsak duvanm asmistir ancak bolgesel lenf dugtmlerinde

metastaz yoktur (%64).
Evre C: Bolgesel lenf dugumlerine metastaz vardir (%33).

1949 yilinda evre C icin yine Duke tarafindan bir modifikasyon onerilmis ve

bélgesel lenf dugumi metastazi igin C1, mezenter apeksi veya damar
baglanma bélgesindeki lenf dugumi metastazlan igin C2 alt gruplari kullanima
girmistir. Yine 1949 yilinda 4. bir evre dahil edilmis ve uzak metastaziar icin D
grubu eklenmistir (73).

ii) Astler-Coller siniflamasi (1954)
Parantez iginde 5 yillik yasam beklentisi verilmisgtir
Evre A, Tumér mukozada sinirh (%100).

Evre B1: Tumér muskularis propriayi tutmus ancak agmamistir (%67).



Evre B2: Tum6r muskularis propriay! gegmigtir (%54).

Evre C1: Lenf digumierine metastaz vardir, ancak {imér barsak duvarinda
strirlidir (%43).

Evre C2: Lenf dugumierine metastaz vardir ve tumor barsak duvarini agmistir
(%22).

jii) TNM sistemi:

American Joint Committee on Cancer (ASCC) ve Union Internationale Contre

le Cancer'de (UICC) TNM sistemi ile evreleme yapmisglardir. Parantez iginde 5
yillik yasam beklentisi veriimigtir

0. Tis, NO, MO (%100).

I T1, NO, MO (%100); T2NOMO (%85).

Il. T3, NO, MO (%70); T4NOMO (%30).

IIl. Herhangi bir T, N1, MO (%60), Herhangi bir T, N2, N3, MO (%30)
V. Herhangi bir T, herhangi bir N, M1 (%3).

Tis= In situ

T1= Submukozaya invaze

T2= Muskularis propriaya invaze

T3= Subseroza ve perirektal dokulara invaze

T4= Serozaya veya diger organ yada dokulara invaze

NO= Lenf dugumu metastazi yok

N1= 1-3 bélgesel lenf dugumu metastaz)

N2= 4 yada daha fazla bélgesel lenf digumi metastazi

N3= Buylk kan damartari boyunca herhangi bir lenf digumu metastazi
MO= Uzak metastaz yok

M1= Uzak metastaz var
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£n son olarak Jass tarafindan énerilen evreleme sisteminde perituméral

degeriendirmeye alinmistir.

iv)Fischer’e gore onerilen Duke evreleme sistemi modifikasyonu: 1989
yiinda 745 rektal adenokarsinom olgusunda yapilan bir galigmada; Duke,
Astler-Coller ve TNM evreleme sistemlerinin prognoz agisindan degerliligi
kargilagtirilmig ve Duke evreleme sisteminin en kolay uygulanabilir ve
prognozla en yakin iligkili oldugu sonucuna vanimigtir. Bu evreleme sisteminde
C grubunun Astler-Coller siniflamasina gére modifiye edilmesinin daha yararli

sonuglar sadlayacagdi 6ne surtlmustur (73).

A Tumér barsak duvarina sinirli
B.Tumdr barsak duvarint asmig, lenf dugumu metastazi yok
C1. Tumér perirektal yag dokusuna ulagmamig, lenf digumu metastazi var

C2. Tumér perirektal yad dokusuna ulagmisg, lenf dUgumu metastazi var.

d) Yayihim ve Metastaz:

Kolorektal karsinomlarda en ¢ok bélgesel lenf dugumierinde ve karacijerde
metastaz goérulur. Kotu diferansiye alanlar tasiyan ve infiltratif 6zelliGi olan
tumérlerde lenf dugumu metastazi daha siktir (74). Diger sik gorulen metastaz
yerleri periton, akcigerler ve overlerdir. Nadir rastianan metastaz yerleri ise
santral sinir sistemi, iskelet sistemi, testis, uterus ve oral kavitedir (75-77)

e) Prognoz:

Kolorektal karsinomlarda cerrahi tedaviden sonra 5 yilhik sag kalim oraninin
birgok seride %40-60 oraninda oldugu bildirimektedir  Kolorektal
karsinomlarda prognozu etkileyen klinik ve patolojik parametreler ¢ok cesitlidir
(78-80). Bunlar,

1 Yas: Cok geng ve ¢ok yagl olan hastalarda prognoz koétudur (78-80).
Genglerde izlenen k&tu prognoz, tanidaki gecikmelere baglh ileri evrelerde

tani konulmasi, taglt yuzUk hicreli ve musindz adenokarsinomiarin ve
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ulseratif kolit zemininde gelisen adenokarsinomlarin daha stk gérulmesi ile
ilgilidir
2 Cinsiyet: Kadinlarda prognoz erkeklere oranla belirgin olarak daha iyi
bulunmustur. Ancak nedeni konusunda herhangi bir agiklama
yapilamamisgtir (79). &9
3 Yerlesim bolgesi: Tumérun yerlegimi ile prognoz arasindaki iliski konusunda ’
degisik sonuglar mevcuttur. Tumérleri kolona ait ve rektal olarak iki grupta
ele alan bir calismada yasam slresi agisindan anlamh bir fark
butunmamigtir (79).
Kolon tumeérlerini sag kolon, sol kolon ve rektum olarak siniflayip ele alan
bir difer calismada tumér yeriesimi ile sad kalim arasinda bir iligki
izlenmemigtir (11, 78). Buyuk bir seriyi ele alan bir caligmada Russell ve
arkadaglart sol kolonda yerlesen tumorlerin daha iyi prognoza sahip

oldugunu ve sigmoid kolon ve rektum yerlegimli timdrlerin ise en kétu

prognoza sahip olduklarini bildirmiglerdir (81).

4 Tumor sayisi; Tek bir tumoru olan hastalar ile senkron yada metakron

P

kanseri olan hastalar arasinda sagkalim suresi agisindan fark

bulunmamistir.

S
R T

5 Tumdre bagll primer semptomiar: Bir ¢ok calismada obstruksiyonun Duke

e

evreleme sisteminden badimsiz bir prognostik faktdr olarak sagkalim
Uzerine etkisi oldugu gosteriimigtir Barsak duvarinin tumér dokusu
tarafindan ileri dér'ecede invaze edilmesi sonucu olugsan perforasyon da
k6tu bir prognostik faktdrdur. Rektum timérlerinde rektal kanama gikayeti ile
erken dénemde hekime basvuruldugunda bu olgularda yasam suresi daha
uzundur (11, 79).

6.Mikroskobik tip ve grade: Tumdr grade’i ile prognoz arasinda aniamli iligki

mevcuttur.  Ancak  grade'lemedeki  subjekfifik  nedeniyle  farkh
degerlendirmeler sorun yaratabilmektedir (Bes yillik sag kalima bakildiginda

iyi diferansiye tumorler ile kétu diferansiye tumérler arasinda aniamli fark

bulunmadi§ini bildiren caligmalar mevcuttur) (78). Mikroskobik alt tipler
arasinda musindz karsinom ve tash yuzUk hucreli karsinom Kkiasik

adenokarsinomlara gére daha kotu prognoza sahiptir.
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7 Vaskuler ve perindral invazyon: Kolorektal karsinomlarda vaskuler invazyonu
olan hastalarda metastaza %60 oraninda rastlanirken vaskUler invazyonu
olmayan hastalarda bu oran %17'dir. Vaskuler invazyonun sagkalim siresini
anlaml olarak azaltti§i gorulmustlr. Kolorektal karsinomlarda perindral
invazyon da hastahgin ilerlemis oldugunun belirtecidir ve perindral

~ invazyonu olmayan hastalara gére prognoz daha kétudur (82).

8.Lenf dugimi tutulumuy: Lenf dugumu tutulumu & yilhk sadkahm sUresini
kesin olarak azaltmaktadir Lenf dugumd tutulumunun lokalizasyonu ve
sayist da onemlidir. Ancak tutulan lenf dugimlerinin sayisi lokalizasyona
gore daha fazla prognostik dneme sahiptir (73).

9 Duke’s evreleme sistemi: Tumoérun lokal yayihmi ve lenf digumu tutulumu
parametrelerinin kombinasyonu olan bu sistem prognozia yakindan iligkilidir
(73). Bes yiilik sag kalim sureleri Evre A'da %85, Evre B'de %64, Evre C'de
%33'tur.

10.Biiyiime paterni: Kolon tumérleri blyume paternine gdére genigleyen veya
infiltre eden seklinde tanimlanmaktadir. Genigleyen timdrde buyume kenart
iyi sinirtanmig olmasina ragmen, inﬁliratif tipte sinir belli dedildir veya tumaor
kumeleri vardir. Genigleyen tumorierin infiltratif yaythmi olan timdrlere gore
daha iyi prognoza sahip oldugu bildiritmektedir (78).

11.Lenfositik infiltrasyon: Lenfositik infiltrasyon tiumérun etrafinda belirlenir,
Tumor gevresinde coduniugu lenfositlerden olusan yangisal infiltrasyonun

sa{ kalim stresini olumliu yonde etkiledigi bulunmustur.

2.2, ADENOM-KARSINOM ILigKISI

Kolorektal adenokarsinomiara predispozan oldugu bilinen klinik ve patolojik
durumiar izole polipler, familyal polipozis gibi genetik sendromiar ve tilseratif
kolit basta olmak tizere inflamatuar barsak hastaliklaridir Bunlarin diginda
dzellikle Japonya'da yaygin olmak Uzere normal mukozadan gelisen de novo
karsinomiar da 6nemli bir grubu olugturmaktadir (10).

Adenom karsinom iligkisini destekleyen ilk bulgular epidemiyoiojik ve morfolojik
calismalardan elde edilmistir. Epidemiyolojik calismatar adenomlarin yutksek

oranda bulundugu Glkelerde karsinomiarin da fazla oidugunu gostermektedir
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(Buﬁun tersi de dogrudur) (83-86). Ayni zamanda karsinom nedeniyle rezeke
ediién barsaklarda bagka nedenierle rezeke edilen barsaklara gére
'adeﬁ'omlara daha sik rastianmaktadir (87).

Ri]ld sigmoidoskopi yapitan ve polipektomi uygulanan 1618 hastada uzun
donemde kolorektal karsinom geligme riskinin 1 cm'den biiyik capl ve/veya

abﬁlovmﬁz ve villdz tipte adenom bulunduraniarda en yluksek oldudu goériimus
:é':"b'u hastalar ytksek risk grubu olarak tamimlanmiglardir (88). Bu bulgular
adenomlarin prekanserdz oldugunu destekiemekle birlikte; 60 yas Uzerinde

%40-50'ye  kadar ylkselen adenom insidansina karsilik  kolorektal
__fadenokar'sinom[arm bu kadar yuksek oranda olmamasi tium adenomlarin
- malignlesmedigini géstermektedir (89).

-_::'.GUnUmUzde kolon adenokarsinomiarinin buytk boéliminun daha énceden
-varolan adenom Uzerinden gelistigi kabul edilmektedir (11) Adenomlar iginde

invaziv karsinom odaklarirmn gérllmesi premalign ézelliklerinin en iyi kantidir,

Ayni zamanda invaziv karsinomlar etrafinda da daha &nceden varolan

- adenoma ait artiklarin izlenmesi siktir Tumoér komsulugunda izienen adenom
kalintilarinin  submukozada simirh olan adenokarsinomlarda daha ¢ok,

muskularis propriayi infiltre eden ve ekstramural yayilimi olan timérierde daha

az gorulmesi tumérun yayilimi ile adenom dokusunun ortadan kalktigini
disundurmektedir (47, 90).

2.2.1.Adenomiarda malignlesme potansiyelini etkileyen faktorler

a)Boyut:Adenomun boyutu, adenomda siddetli displazinin bulunmasini ya da
karsinom gelisme riskini etkileyen o6nemli faktérlerden biridir. Adenomun

boyutu blylidukge siddetli displazi gosteren alanlar ve icerdigi  villoz

komponent orani da artmaktadir (52). Bunun yanisira karsinom goérulme orani
1 cm altindaki adenomiarda %1 iken, 1-2 cm arasindaki adenomlarda %10, 2
cm uzerindeki adenomlarda ise % 46'ya ulagsmaktadir (47).

b)Histolojik tip:Tubuier adenomlar villoz adenomiardan daha sik
gorulmektedir. (52). Malignite gorilme orani tubuler adenomiarda %5 iken,
villéz adenomlarda %40'tir. Tubulovilléz adenomlarda bu oranin %22 olmasi,
davraniglannin villéz adenomlara daha yakin oldugunu dusundirmektedir 47).




c)Epitelyal atipi:Adenomlarda hafif, orta ve giddetli olarak derecelendirilen
atipinin siddeti arttikga adenom iginde invaziv adenokarsinom odag! bulunma
olasiig da artmaktadir. Hafif derecede atipi adenomlarin %70’'inde izlenirken,
hafif derecede atipi gdsteren adenomlarda invaziv adenokarsinom odagi
bulunma orani yalnizca %5'tir. invaziv adenokarsinom odag orta derecede
atipi gosteren adenomiarin %18inde, giddetli derecede atipi gOsteren
adenomlarin ise %34.5'inde gorulebilmektedir Adenokarsinomlarin daha sik
olarak géruldudu distal kolondaki adenomlarda siddetli derecede displazi
anlamli olarak fazla izlenmektedir. Adenomlarda atipi giddeti boyut ve histolojik
tiple de orantiidir (47).

Adenomiarin malign transformasyonu ozellikle kimyasal olarak olusturulan
kolorektal tumérlerde ayrintili olarak incelenmistir Adenomlarda hafif, orta ve
siddetli displaziden invaziv ve metastatik karsinoma kadar olan degisikliklerin
bir seri molekiler degisiklie bagh oldugu ileri surlimektedir Bunlar
onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ve tumdr baskilayici genlerin
inaktivasyonunu icermektedir. En az 4 yada 5 gende mutasyon sonucu

tumuyle malign bir fenotip olustugu disunuimektedir (91-98).

Son yillarda molekuler biyolojideki geligmeler; kanserlerin genetik dedigimlerin
birikimi ve buna bagli olarak anormal hiicre proliferasyonu sonucu oldugunu
ortaya cikarmistir. Genetik degisiklikler esas olarak proto-onkogenlerin
aktivasyonu ve tumor baskilayici genlerin inaktivasyonu olmak tizere iki
kategoriye ayriimaktadir (99-102). Proto-onkogenler normal hucre genleri olup,
onkogen gibi uygun olmayan gekilde aktive oldukiarinda buyume ve
diferansiyasyon duzenienmesinde bozukluklara yol acarak neoplastik
transformasyon riskinin artmasina sebep olurlar. Tumor baskilayici genier de
normal hucresel genier olup proto-onkogenlerin tersine inaktive olduklari
zaman hucre proliferasyonu ve neoplazi gelisimine sebep olurlar (15).
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2.3.1.0nkogenler:
-:a) ras Mutasyonlar:

Normal hiicre buyumesi ve diferansiyasyonunda ras ailesi protoonkogenleri rol
-'aiirlar ve p21 olarak adlandinian bir protemu kodlarlar. Bu protein hucre
-'membram iizerindeki buyume faktéri reseptdrierinden hicre igine sinyal
: iletiminde rol oynar, ras genindeki nokta mutasyonlar ras proteinin surekli aktif
ve sinyal iletir durumda kalmasina bu da otonom hilcre blyumesi ve

proliferasyonuna yol agar (97).

- Insan kanserlerinde ras mutasyonlan siklikla K-ras, N-ras ve H-ras
..'.'onkogenler‘inin 12, 13. ve 61. kodonlarinda geligir. Kolorektal karsinom
geligiminde erken dGénemde ras gen ailesine ait onkogenlerin rol oynadifi
gosterilmistir (96, 97). Kolorektal karsinomiarin ve orta yada giddetli derecede
atipili tubuler adenomlarin %50’'sinde ras gen mutasyonlan izlenmektedir
Mutasyonlarin blyik goguniugu K-ras (%88) geninde iken daha az olmak
izere N-ras mutasyonlarina da rastlanmaktadir (96). Displazi veya karsinom
bulunduran mukozalarin neoplastik olmayan bagka alanlarinda da ras

mutasyoniarinin oldugu rapor edilmistir. (97, 103, 104)

Bir bagka caligmada premalign ve malign dokularda normal kolorektal
mukozaya gére K-ras ve H-ras ile ilgili transkriptlerin artmig oldugu
gosterilmistir. Bu onkogenlerin premalign lezyonlarda arttiginin gosterilmesi
karsinogenez iglevinde onkogenlerin énemli oldugunu dustundiurmektedir.
Buna karsin premalign adenomlann yalnizca bir kisminin malignlesmesi
karsinogenezin gok basamakl bir iglem oldugu géragunu desteklemektedir
(97).

b) bcl-2:

Bir protoonkogen olan bci-2 geni program!anm:s hucre dlimunu (apoptozis)

grade’li folikuler B-hucreli lenfomada kromozom 14:18 translokasyonu bel-2'nin
asiri ifadesine neden olur (105, 106) Epitelyal malignitelerde kromozom 14:18

transiokasyonu olmadan da bcl-2 agiri ifadesinin olma sebebi anlagilamamigtir.
Gastrointestinal kanalda bcl-2 fizyolojik ifadesi kék hucrelerde ve proliferatif
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f'._balge olan kript tabanlarindaki epitel hucrelerinde bulunur, bel-2'nin buradaki

gorevi rejeneratif epitelde hicre dlumunu engeliemektir (107). Gastrointestinal

f_':'kanalda hucre kaybindan diferansiye ve olgun hucrelerin dokuimesi ile
izyolojik olarak apoptozisin normal intestinal déngude yer almasi sorumiudur.
3_':_'Adenomda daha belirgin olmak tzere hem kolorektal adenomda hem de
 kolorektal karsinomda bcl-2 agiri ifadesinin bulundugu gésterilmigtir, bel-2’nin
fazla miktarda olmasi; uzun yasayan hucrelerin gok oldugunu ve bunun da
tumér geligimine katkida bulunabilecegini dugundtrmektedir (92, 93).

- 2.3.2.Tumor Baskilayici Genler:
a) APC (Adenomatous polyposis coli) Degisiklikieri:

Kolorektal neoplazilerde tanimlanan genetik degigikliklerden bir tanesi
- 5kromozomun uzun kolundaki allelik delesyondur. Familyal adenomattz
~ polipozis sendromundan sorumlu tutulan lokusun (fap lokusu) kromozom 5'in
uzun kolunda oldugu bulunmustur, fap Iokusu kolonun epitelyal

proliferasyonunda negatif duzenleyici olarak rol oynar. Kromozom 5'in bir

allelinde konjenital kayip olmasi 2 veya 3 dekatta muitipl kolon polipleri
olusumuna neden olur (Familyal adenomattz polipozis ve Gardner sendromu).
Bir allel mutasyon sonucu inaktif oldugunda hucre proliferasyon kontrolu
bozulur. Bu da allelik delesyonu olan hucrelerde selektif buyume avantaji
saglar (96). Familyal adenomatoz polipozis sendromu diginda sporadik
kolorektal adenomlarda %63, sporadik kolorektal adenokarsinomlarda ise %60
oraninda APC mutasyonu gérulmiigtur (108). Bu genin mutasyona ugramig
seklinin kuglk ¢apli adenomlarda bile saptanabiimesi ve bu mutasyonlarin
tumorun benign formdan malign forma dénugmesi durumunda da sabit
kalmasi, APC gen mutasyonunun kolorektal neoplaziye yol agan genetik
degisikliklerin birincisi olabilecegini dustindurmektedir (94) Neoplazi &ncesi
normal APC geninin her iki kopyasinin fonksiyone! kaybi APC’nin tumér
baskilayici iglevi ile uyumludur (108).

¢) DCC (Deleted in Colon Carcinoma) Degigiklikleri:

Kolorektal karsinomlarda kromozom 18in uzun kolunun allelik kaybimin sik
oldugunun gérulmesi uzerine tumor baskilayicl geninin bu béigede oldugu
dusuniimus ve 18g21 bolgesinde DCC olarak adlandirilan tumér baskiayict
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gen tarumlanmigtir. Bu  tumér baskilayici  gen 180 kD’luk gen urunu
odlamaktadir DCC gen Urlnu yuzey glikoproteini olup tumor buyumesinde ve
metastazda onemli olabilecek hucre-hucre, hucre-matriks etkilegiminde rol
:atmaktadlr DCC gen ifadesi kolorektal karsinomiarda ve kolon karsinomu
.'fhucre dizilerinde azalmis olarak bulunmaktadir ve timor baskiiayict gen olarak
lev gordugund gostermektedir. DCC fonksiyonunun azalmas! kolorektal

_karsinogenezde p53 mutasyon ve delesyonundan énce olmaktadir (94).

d) p53 degigiklikleri:

Tamor baskilayici gen olan p53 son zamanlarda "molekiier diizenleyici” olarak
da tarmmlanmistir.  Bu genin transkripsiyon faktoru olarak biyokimyasal
fonksiyonu ve DNA hasari igin G1 kontrol noktasinda biyolojik fonksiyonu

“vardir (23, 109).

Insan kanserlerinde, bugiine kadar mutasyona ugradifi en cok gosteriimig
olan gen p53'dur; gen inaktivasyonu, delesyon ve mutasyonlarinin

onkogenezde rol oynadidi bilinmektedir (15, 1 10-112).

Hicrelerin dlumsuzlugune yol agtidy icin ve kobay embriyo fibroblastiarini aktif
ras genleriyle birlikte transforme ettiginden p53 geni daha onceleri dominant
onkogen olarak kabul edilmekte idi (113-115). Mutasyona ugrayan p53 geninin
varyantlarinin asil p53 geninden farkls ézellikiere sahip oldukian anlagiimistir.
Hiicre kultarunde normal fonksiyon goren (asil) p53'un ras ve adenovirus E1B
ile saglanmig kobay embriyo fibroblastlarinin transformasyonunu engelledigi

ve hiicre buyumesini G1 fazinda durdurdugu gérulmustur (116-120).

Normal p53 fonksiyonlari ve tumér geligimini etkilemesindeki molekuler
mekanizmalar tam olarak aydinlatlamamighr  Asil p53'Un  hucre
proliferasyonuna etkisi olarak hucre doéngusunde G1'den S fazina gegisi
duzenlemesindeki ve hiicre dluminu belirlemedeki rolli bilinmektedir (121,
122). Biyolojik analizier p53 etkisinin normal hucre dénglsu Uzerinde az
olmasina ragmen stres altindaki hucreler uzerine daha ¢ok oldugunu
gostermistir (104) Eger DNA hasarlanacak olursa p53 birikkmekte ve hucre
siklusunu durdurarak tamir mekanizmalarinin galigabiimesi igin ek zaman
kazandirmaktadir. Buna rajmen onanm yapilamazsa p33 apoptozisi

tetikiemektedir (17).
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Bu duzenieyici fonksiyonlar muhtemelen p53 proteinin spesifik DNA dizileriyle

kilegimi  sonucu olmaktadir (123, 124). Bu belkide transkripsiyon
:::e.'viyeSi ndeki diger genlerin dizenlenmesine veya DNA replikasyonunun
5é§lamasma izin vermektedir. Mutasyona udrayan p53 proteininde, DNA'ya
baglanma kapasitesi, transkripsiyonel aktivator fonksiyonu ve DNA
" pjikasyonunu baslatma 6zellikleri tamamen degigmistir (125, 126).

il p53 proteininin  yar dmrunin 6-20 dakika gibi kisa olmasi
i.r:nml‘."mhistokimyasal metodlarla belirlenecek miktarda birikimine engel
_ ___c.).I.maktadlr (127, 128) Buna karsin bazi missense mutasyonlar (Bir uclu baz
dizisinde kodu degistirerek gen Uruntnde bir aminoasitin degismesine neden
olan nokta mutasyonlar) p53 proteininde degigiklige yol agarak yari Smrini 6
saate kadar cikarabilmektedir. Bu nedenle immunhistokimyasal metodlarla
* pelirlenebilen p53 proteininin varligi meveut p53'Un mutant oldugunun indirekt
bulgusu olarak kabul ediimektedir (129, 130}).

- Nokta mutasyonlar p53 proteinin stabilize olmas: igin tek mekanizma degildir.
- Normal p53 proteini viral gen trtnlerinin {SV40 buyuk T antijeni, adenovirus
E1B proteini ve papillomavirls E6 proteini) ve hlcresel proteinierin (MDM2)
etkisiyle de stabilize olabilmektedir. UV igini, y radyasyonu gibi DNA hasari
yaratan tedavilerin de p53 proteininin seviye ve stabilitesini arttirdids
gérulmustur (131, 132). Bundan dolay1 immUnhistokimyasal yontemlerle p53
proteinini gdsteren pozitif boyanmalari degerlendirirken gok dikkatli olunmahidir
(133).

Son yillarda p53'un timér gelisiminde rol oynadigini gésteren ¢alismalar hizla
artmaktadir Malignite gelisiminde p53'0n rol aldiqimi gosteren en az 5 gézlem
bulunmaktadir Bunlar:

1.Degisik insan tumérlerinde p53'Un direkt olarak incelenmesinde missens

mutasyonlarin veya allelik kayiplarin oidugunun gosteriimesi (134),
2. Li-Fraumeni ailesel kanser sendromunda p53 mutasyonu olmasi (1358),

3. Normai p53 fonksiyonunun kaybinin farelerde tumdér olusumunu arttirmasi
(1386),

4. Virus aracih onkogenezde p53’un rol almasi (137),
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Baz) insan malignitelerinde spesifik olarak artmig gen Urunleriyle p53
|§k'i..sinin gosterilmesidir (138).

iih;fér‘lerin cogunda p53 geninin biri nokta mutasyonla ve digeri delesyonia
::l;hak uzere her iki alleli de inaktif haldedir. Buna ek olarak insan

serlerindeki p53 mutasyonlarinin godu missense mutasyonlardir ve
ismis protein yapimina sebep olurlar, p53 mutasyonlannin yaklagik

430'undan missense mutasyontar sorumludur (15)

::'Eﬁitelyal, mezenkimal, hematopoietik ve lenfoid neoplazmlarda p53 gen
mutasyonlart saptanmigtir (20). Hucre kulturlerinde p53'Un allelik kaybi ve
‘mutasyonlart arasindaki sik: iliski gosterilmis olmakla birlikte insandaki solid
tamarlerde bu iliskiyi gosteren caligmalar simirhdir Meme tumérlerinde
%90'nin Uzerinde bildirilen p53 proteinindeki dedisikliklere ragmen p33 gen
“mutasyonlari bu tumdrlerin ancak %20’sinde gosterilebilmigtir. Tumar tipleri
arasinda bildirilen p53 gen mutasyon oranlarinin gesitliligi buyuk oranda tumar
émeklemesi ve kullanian yéntemlerdeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir
(15).

Li-Fraumeni nadir goriien otozomal dominant gecigli, ailesel kanser
sendromudur (vucudun degdisik yerlerinde mezenkimal ve epitelyal neoplazmiar
gorulur) (139). llk kez 1990'da Li-Fraumeni sendromiu bazi ailelerde mutant
p53 geni belirlenmigtir. Bu ailenin uyeleri bir mutant p53 alleli bir de asil p53
alleli bulundurmaktadir. Li-Fraumeni sendromiu hastalarda kanser
gelisebilmesi icin bir p53 alleli inaktive oldugundan yalrizca geriye kalan
allelin somatik mutasyonia degisimi yeterli olmaktadir. Sendromdan etkilenen
aile Uyelerinin tumér dokularinda mutant p53 alleli bulunmasina ragmen asil
p53 allelinin kayboldudu gérulmastur. Normal insanlarda ise sporadik tumor
gelisimi icin ayri hucrede her iki p53 allelinin somatik mutasyonia inaktive

olmasi gerekmektedir (135).

Mutasyona ugramis p53 geni enjekte edilen farelerin %20’sinde tumér
gelismesi p53'Un tumdr geligimindeki rolunu desteklemektedir. Fare germ
hicrelerine anormal p53 geninin sokulmasi ile bunlarin yaklasik %75'inde
tumor gelismesi de p53'Un tumor gelisiminde rol oynadi§in direkt olarak
gésteren bir bagka bulgudur. Tumér gelisimi igin uzun bir araligin (6 ay)
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olmadifi, daha bagka genetik degisikliklerinde gerekli oldugu fikrini
desteklemektedir (140).

Missense mutasyonlarina ek olarak p53'Un inaktivasyonuna neden olan bir
diger alternatif mekanizma da asil p53'un DNA viruslerinin transforme edici
proteinlerine baglanarak inaktive olmasidir. Human papilloma virus (HPV) tip
16 ve 18 ile infeksiyon servikal ve vulvar kanserler igin major risk faktorieridir,
HPV pozitif olan servikal karsinomiarda p53 mutasyonlarinin dustk oranda
pulunmas! p53'Un viral proteinlerle olan iligkisini ortaya cikartmigtir. HPV,
p53'U inaktive eden E6 isimli bir proteini kodlamaktadir. Sonugta, HPV(+)
tumorierin  gelisiminde p53 geninde mutasyonlarin gef'ekli bir basamak
olmadi§i, p53 geninde mutasyon olmadan da p53'Un inaktive olabilecegi
sonucuna vanimistir (15, 20).

Ayrica: kromozom 12'nin uzun kolunda haritalanan (farelerdeki MDM2 geninin
esdeferi olan) genin Urani olan bir proteinin de tumdr virGslerinin

onkoproteinleri gibi p53'e baglanarak onu inaktive ettigi gosterilmistir (141).

Kolorektal tumérogenezde p53 genindeki hem mutasyonlar hem de allelik
kayiplarin, Ozellikle adenomdan  fokal  adenokarsinoma  malign
transformasyonda rol oynadidi ileri strtiimektedir (110, 142) Ayrica kolorektal
kanserli hastalarin gayta 6meklerinde tespit edilen p53 mutasyonlarinin
kolorektal karsinomlarda tarama testi olarak kullanilabilecedi dustnulmektedir
(110).

2.3.2.Timér proliferasyon belirtegleri

Eskiden beri tumér proliferasyon hizinin klinik gelisimle ilgili oldugu
dustnulmektedir. Tumér hucre proliferasyon aktivitesinin belirlenmesinde flow
sitometri, *H-thymidine ya da bromodeoxyuridine ile baglanma indeksinin

dletimi, immunhistokimyasal olarak PCNA ya da Ki-67 monoklonal antikorlar1 -

gibi yéntemler mevcuttur. Bu ydntemlerin her birinin avantaj ve dezavantajlari
vardir. Bu durum her belirleyicinin farkl siklus fazlarinda ve farkli strelerde
ifadesine dayanmaktadir. ideal olarak proliferasyon durumu belirlenecek

materyalin birden fazla yontemle degerlendiriimesi énerilmektedir (143).
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Tumor proliferasyon hiziri belirlemede ve histopatolojik ayirict tanida (6zellikle
- leiomyosarkom, malign schwannom, sistosarkoma filloides gibi tumérierde)
- mitotik figurlerin sayiimasi en gok kullarilan ve en basit yéntemdir Fakat bu
yontemle serviks karsinomu ve follikiler lenfoma gibi tumdrierin prognozu
hakkinda yeterli bilgi edinmek mumkun olamamakiadir (144-147). Mitotik
figurterin sayiminin guvenilirligi yeterli degildir (148) Mitotik sayim hucre
déngusinun G, fazindaki hucrelerin bir kismini ve M fazindaki hicrelerin
tuminu saptar. Ancak M fazinin uzunlugunu gostermediginden proliferasyon
hizint yansitmaz. Ornegin bazal hiicreli karsinomda mitoz sayisi ytksek olabilir
ancak bu yukseklik tumdrun ytksek proliferasyon hizina bagi olmayip uzamig
M fazina baglidir (149). Ayrica kesit kalinhdt, mikroskobun alan buytkiugu,
tespitteki gecikmelerde sonucu etkilemektedir.

Thymidine ile S fazindaki cekirdek DNA'sina baglanma yapilarak S fazindaki
hiucrelerin orari belirlenir. Bu yontemde taze doku ve otoradyografiye ihtiyag
duyulmast ise kullammint sinirlamaktadir. Flow sitometrik DNA analizi ile
yalniz S fazindaki hticreler ya da bununia birlikte Go/M fazindaki hiicreler
belirlenir (149). Uygulanmasi icin gereken teknik donammiar ve doku
morfolojisinin korunamamasi gibi kisittamalari vardir. Thymidin analodu olup
benzer sonuglar veren 5-BrdU antikoru da ancak taze dokuda
uygulanabilmektedir immunhistokimyasal yontemler icinde, PCNA ve Ki-67
gibi argiv materyallerinde uygulanabilen belirleyiciler ise daha basit, ucuz,
doku morfolojisini koruyan ve patologlarin aligkin oldugu yéntemlerdir (150-
153).

2.7.1.Ki-67

Ki-67 Hodgkin hastalikh htcre dizisi olan L428'in niklieer fraksiyonuna karsi
geligtirilmis 1gG, sinifindan, sigan monoklonal antikorudur. Uretim yeri olan
Kiel'de (Bati Almanya) antikor ureten klonun 67. doku kultir kabinda olmast
nedeni ile Ki-67 adim almistir (29).

Bazi yazarlar hlicre ddngusunun fazina bagl olmak Uzere prolifere hixcrelerin
cekirdeklerindeki Ki-67 miktanmin  degistigini  sdylemektedir. Sasaki ve
arkadaslar hlcre ddngusu ilerledikge Ki-67 antijenik ifadesinin arttiini, S
fazinin son yaris1 boyunca yukselerek G2 ve M fazlarinda ise zirveye eristigini
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~ pulmuslardir (154). Verheijen ve arkadaslar flow-sitometri ile fléresan sinyal
kullanarak Ki-67 miktarina bakmisglar ve yogunlugun en fazla mitotik hlcrelerde
: oldugunu gostermislerdir (155, 156). Buna kargin bagka bir caligmada degisik
: nucre diziteri kullanilarak hucre déngusi boyunca Ki-67 antijeninin ayni kaldigi
bildiriimistir (157).

Ki-67 antijeni ile boyanmanin gekirdekieki lokalizasyonu hicre déngusu ile
ilgilidir. Braun ve arkadaslar insan embriyonik akciger hlcre dizisi kullanarak,
Ki-67 antijeninin G1 fazimin geg déneminde perinukleolar bolgede oldugunu, S
fazinda karyoplazmada homojen dagildidini ve G2 fazinda karyoplazmada
granuler boyanma oldugunu ve perinukleolar boyanmanin devam ettigini
gdstermigler, yogun perikromozomal Ki-67 boyanmasinin profaz ve metafazda
devam ettigini ve boyanmanin anafaz ve telofazda aniden azaldidini
bulmuslardir {158). Guillaud ve arkadaslar da 2 ayri hucre dizisinde benzer
bulgulart rapor etmiglerdir (159).

Tumérlerin - proliferasyon orani; buyume fraksiyonu (Ki-67, PCNA
immuUnhistokimyasal boyama ytntemleri ile belirlenen) ve htcre siklusunu
tamamlamak icin gereken sure oimak Uzere iki parametreden olusur PCNA ve
Ki-67 ile immunhistokimyasal boyama yapildiginda boyanan hucrelerin ytizde
orani blylime fraksiyonunu ifade eder. Bu nedenle tim hucrelerin donglde
oldudu fakat donguyu tamamiamalari igin uzun stre gereken tumdrlerde
yuksek olabilir. Bunun tersine kuguk bir hucre populasyonu déngude olan
ancak dénguyu tamamlama hizi ylksek olan tumérlerde de gercekien daha
dusik bir proliferasyon orant bulunabilir (149).

Ki-67 ile belirlenen timér buyume fraksiyonunun prognozia olan iligkisi birgok
tumorde detayli olarak arastinimigtir ve bu konuda ki ¢aligmalar devam
etmektedir. Lenfoproliferatif hastaliklar galismalarin en yodun oldugu gruptur.

Ki-67 ile belirlenen tumaér buyume fraksiyonu ile histolojik grade arasinda guglu

bir uyum izlenmistir. Hall tarafindan yapilan bir caligmada Ki-67 tumoér

boyanmas: ile 91 lenfomall hastanin klinik seyri karsilagtirimigtir Bu
kargilagtirmada timoérin %20'den fazlasimin pozitif oldugu birinci grubun Kiel
siniflamasina goére yuksek grade'li lenfomalar oldugu, timérun %20'den azinin
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ozitif oldugu ikinci grubun ise Kiel siniflamasina gére dusuk grade'li
enfomalar oldugu goérulmustur. Ayrica histolojik olarak duglik grade’de olup;
proliferasyon skoru yuksek olan hastalanin disuk proliferasyon skorlu
hastalara gore daha kétu prognoz gosterdikleri goriimugtur Histolojik grade’i
" ve proliferasyon skoru yuksek olan hastalarin ayni grade'de olup proliferasyon
.skoru daha duglk olan hastalara gtre daha iyi prognoz gésterebilmesi ise
yuksek grade'li hastalardaki proiifere olan hiicre toplulugunun kemoterapiye
daha iyi cevap vermesi ile agiklanmigtir (160).

Nakano ve arkadaslart 45 servikal kanserli hastada radyoterapinin prolifere
olan hucre populasyonunda Ki-67 indeks ve mitotik indeks ile belirlenen
blylme fraksiyonuna etkisini arasgtirmiglardir. Radyoterapi éncesi serviksten
alinan drnekierde ortalama Ki-67 indeksi 36% ve mitotik indeks 2.74% olarak
bulunmustur. Ki-67 indeksi %33 ve Uzeri olan proliferatif aktivitesi yliksek
hastalar radyoterapiye daha iyi yanit vermiglerdir. Mitotik indeksi 3.5%'ten
dusuk olan hastalarin prognozu daha iyi bulunmustur. Bu sonuglar blyime
fraksiyonu yiksek olan tumérlerin radyoterapiye cevabinin daha iyi oldugunu
dusundurmektedir. Buna ek olarak Ki-67 indeksi ile mitotik indeks arasinda
radyoterapiye yanit agisindan ters prognostik iligki olmasi her iki indeksin
prognoz agtsindan bagimsiz degerler oldugunu dusundurmektedir (161). Ki-67
ile belirlenen proliferatif aktivite ile prognoz iliskisi ginumiizde meme, prostat,
yumusak doku tumdrleri, |6semilerde caligiimakta olup arastirmalar devam
etmektedir (162-165)

2.7.2.PCNA

Son yillarda histolojik materyalin  proliferasyonunu  belilemede
"Proliferating Cell Nuclear Antigen" (PCNA) siklikla kullaniimaktadir (166, 167).

PCNA proteini G1 ve 8§ fazinda sentezlenmekte ve hucre siklusu boyunca
gekirdekte bulunmaktadir. PCNA mRNA'min birikimi ve proteinin yuksek
duzeylerde sentezi buyume faktdrieri 6zellikle PDGF ile stimule edilir ve DNA

sentezi ile birlikte olmasi sart degildir (34).




immunfloresan calismalar bir formu fiksasyon sirasinda organik gozticllerle
cozunerek kaybolan ve diger formu ise organik cbzuculerle ¢dzunmeyen iki
déngusunin S fazinda DNA sentezi ile iliskilidir. PCNA immunoreaktivitesi
bromodeoxytridine ile § fazinda es zamanlh olarak ortaya gikar ve replikasyon
komplekslerinde ayni okalizasyonda yer almast, PCNA'min DNA replikasyon
bolgeleri ile iligkili olduunu ve DNA sentezinde roli oldugunu
dusundurmektedir (168).

PCNA baslangigta yalniz frozen kesitlere uygun iken parafin dokularda
PCNA'nin farkli epitoplarini tamiyan PC10, 19 A2 ve 19 F4 monoklonal
antikorlar! tretilmistir Meme ve pankreas tumdrieri, non-Hodgkin lenfomalar,
hicre kulturleri (insan epidermal keratinositleri ve insan periferal kan
mononukleer hucreleri), ve normat dokularda Hall ve arkadaslan tarafindan
PC10 monoklonal antikoru ile ilk genis calisma yapimigtir. Bu ¢alismada
normal dokularda PC10 boyanmasinin gekirdekte sinirl, diffuz ya da granuler
tarzda oldugu, nadiren sitoplazmik boyanmalarin da olabildigi g&zlenmigtir
Bazi mitotik hucrelerin boyanmamasi dikkati gekmig oimasina ragmen herhangi
bir agiklama yapilamamistir. Hlicre proliferasyonu fazla olan normal dokutarda
beklendidi gibi yodun PCNA boyanmasi izlenmistir (lenfoid dokularin germinal
merkezleri ve dadinik olarak parakorteks, c¢ok kath yassi epitelin bazal
hucreleri, kil koku hucrelerinin gogu, mide, ince barsak ve kolonun proliferatif
alanlari, proliferatif faz endometriyumun epitelyal ve stromal hucreleri, testiste
spermatogonialarin gogu). Yetigkin santral ve periferik sinir sisteminde, iskelet,
duz kas ve kalp kasinda, hepatositierde hig boyanma izlenmezken, bbbrekte
cok az, pankreasta normal asiner ve duktal hiicrelerde nadir olarak PCNA Eie
gcekirdek boyanmalari izlenmistir (166, 169).

Gastrointestinal kriptlerde proliferasyon zonu tzerinde PCNA ile saptanan hafif
gekirdek boyanmalari PCNA'nin yari émruntn uzuniuguna (20 saat) ve
gastrointestinal hicrelerin hizli gégune baglanmistir (170). Hucre déngusuni
yeni tamamlayan hucrelerde de PCNA ile pozitif boyanma gérulebilmektedir.

Hucre déngl zamant 20 saat olan ve bilinen buyume fraksiyonu olan tamér
xenograftlarinda PCNA pozitif htcreler %100’e yakin bulunmustur (171).
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Mayer ve arkadasian 82 kolorektal adenokarsinom ve 18 lenf dugumu
..metastazma immunhistokimyasal olarak PCNA ve P-gp uygulamig ve
| prognostik dnemini aragtirmiglardir. PCNA pozitif hucrelerin yuzdesi ile yagam
- siiresi arasinda ters iliski bulunurken, P-gp ifadesinin ise yasam Uzerine
" dogrudan etkisinin olmadigini ileri surmuglerdir. Proliferatif aktivitesi yuksek
olan tumdrlerin kemoterapiye yanit verme olasiligl daha fazla olacagi igin
PCNA-pozitif hucrelerin yuzdesini bilmenin |okalize hastahd kemoterapi ile
tedavi edip etmeme kararim aldirmakta énemli oldugu dustnulmektedir (172).

2.8.P-glikoprotein (P-gp) )

Tumér hucrelerinin  sitoksik ilaglara diren¢ gdstermeleri kemoterapide
karsilagilan en buyuk engeldir. Cok ilaca direng (CID) hiicrenin gesitli ilaglara
kargi olan direncini tanimlar. CiD'ten etkilenen ilaglar fungal veya bitki kékenli
antibiyotikler veya alkaloidler, antrasiklinler, actinomycine, vinka alkaloidieri ve
kolsisindir (34)

Antrasikline direngli timor hucrelerinde degisen ilac¢ taginimina ait ilk deneysel
gézlem 1968'de yapilmigtir. P-gp'nin, 1976 yilinda ilacin hiicre membrani
digina atilmasinda anahtar rol oynadigi bulunmustur. CiD'de ana hipotez
direngli hiicrenin membram Uzerinde bulundurdugu enerji bagimh pompanin

toksik Urunleri hucre digina atmasi ve bdylece hucrenin korunmasidir (173).

P-gp, mdr1 geninin urtnd olup normal hematopoietik 6ncu hucrelerde,
karacigerde safra kanallarini dégseyen hucrelerde, jejunum ve kolonun mukoza
yuzeyini 6rten hucrelerde, bébredin proksimal tubul epitelyal hucrelerinde,
beyin ve testisin kapiller endotel hucrelerinde bulunmaktadir (173). Normal
hematopoetik ¢éncu hicrelerin yaninda lésemik blastlarda da P-gp varh:
gosteriimigtir. P-gp pozitiflidi saptanan tumérlerde CID' tersine déndiren
ajanlarin (6ém. verapamil) kemoterapétiklerle birlikte veriimesi tedavi sansini
artirmaktadir (174).

Ikinci olarak, bilgiler P-gp’nin kanser hicrelerinde sitotoksik ilact hucre disina
atmanin yaninda biyolojik fonksiyonlart oldugunu da dusundurmektedir. Bu
fonksiyonlar kanser hucrelerinin metastaz yapmasinda rol aliyor gibi

tumdr hucrelerinde artmig P-gp pozitifliginin  gorilmesi yuksek metastatik
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potansiyeli géstermig, P-gp variginin direkt veya indirekt olarak tumérun daha

agresif davranmasina yol acabilecegi ileri surtdmistur (173)
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Olgular:

Bu calismada Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Patoloji Anabilim Dall
arsivinde 1982-1996 yillar arasinda kayith endoskopik biyopsi ve ameliyat
materyallerine ait parafin bioklar kullaniimigtir. Formafinde fikse edilip, parafine
gbmulu olarak saklanan dokular arasindan 30 adenom, 30 kolorektal
adenokarsinom ve adenokarsinom olgularina ait 30 normal barsak dokusu

alanini igeren bloklar asa§idaki 6zellikler dogrultusunda segilmigtir.

1.Endoskopik biyopsi ile elde edilen adenom olgularinda immunhistokimyasal
boyama yapabilmek igin yeterli doku bulunduranlar galigmaya alindi.

2 Adenokarsinom olgularinin segiminde biyopsi tanisi olan ve ilk defa radikal

cerrahi tedavi uygulanan olgular segildi.

3. Adenokarsinom olgularinda musindz adenokarsinom, tagh yuzuk hucreli
karsinom, adenoskuamoz karsinom gruplari galisma digt birakilarak ¢ahigma

grubunda homojenlik saglanmasi amaglandi.

4. Ameliyat materyallerinde bagka hastaliklara ait (inflamatuar barsak hastaiig
gibi) patolojik bulgular oimayan adenokarsinom olgulari cahgmaya alind.

3.2. Arsiv kayitlari:

Secilen olgularin arsiv kayitlarindan yaslari, cinsiyetleri, materyallerin alinma
sekli (ameliyat-biyopsi), yill, makroskobik dzellikleri, fiksasyon sureleri, caplari
ve lokalizasyonlari ile ilgili bilgiler elde edildi.

3.3. Histopatolojik parametrelerin elde edilmesi:

Caligmaya alinan olgulara ait parafin bloklardan hazirlanan 4-5 p kalinh@tndaki
kesitler Hemotoksilen-Eosin  (HE) boyama yéntemi ile boyandi ve
adenokarsinom ameliyat materyalleri agagdida siralanan &zellikler gdzonune
alinarak yeniden degerlendirildi

1. Barsak rezeksiyon materyallerinde tumdr digindaki alaniarda adenom varligi
2. Tumér komsulugunda daha 6nceden varolan adenoma ait kalintilar

3. Tumorun diferansiyasyonu

30




4. Tumérun evresi ( Fischer'in modifiye Duke sistemi)
5 Venbz invazyon

6 Perintral invazyon

7. Lenf dudumu metastaz|

~ 8 Tumarun buylme paterni (sinirli-infiltratif)

9. Tumdr dokusu etrafinda mononikleer hticre cevab
'; Kolorektal adenomlarda ise su 6zellikler degerlendirildi
1. Adenom fipi (Tubller, villéz, tubulsvilloz)

2. Displazi derecesi (Hafif-orta-siddetli)

3.4. immiinhistokimyasal boyama ysntemi:

Immimhistokimyasal olarak “Streptavidin-Biotin Kompleks” yéntemi ile p53
(NO-7), PCNA (PC10), Ki-67 (monokional Ki-67 antikoru), Pgp (JSB1)
antikortari uyguland: (Tablo 2).

Chromalum-Gelatin Adhesive ile kaplanan lamlara alinan 4-5pm kalinh@indaki
kesitler, 56°C’de etivde 15 dakika kurutulup, ksilolde iki kere 5'er dakika
birakilarak deparafinize edildi. Daha sonra azalan derecelerdeki alkollerden
gecirilip distile suya alinarak hidrate edildi. Daha sonra doku kesitlerine
antijenlerin yeniden kazanilmasi amaciyla mikrodalga finnda i1sitma esasina
dayanan "Antigen Retrieval" islemi uygulandi. PCNA, p53 ve Pgp icin

hazirlanan kesitier 0.01 molar ve pH 6 olarak hazirlanan sitrat (trisodyum

sitrat) solusyonu iginde mikrodalga firinda sivi seviyesi lamlarin Uzerini
kapatacak ve kesitler kurumayacak sekilde 90°C'de 10 dakika “antijen geri
kazanim” iglemine tabi tutuldu.

Ki-67 antikoru icin hazirfanan kesitlerin kaynattimasinda 10 dakika i1sitma
suresi ile kontrol olarak kullanilan reaktif lenf duguminde ve olgularimizda
bagarili boyanma elde edilemedi (Resim 1).
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Tablo 2: Kullanilan monoklonal antikorlarin ozellikieri.

Klon

Kaynak

Dildisyon

Boyanma
paterni

Negatif
kontrol

Pozitif
kontrol

P53

DO-7

DAKO

Prediiiie

Cekirdek

spesifik
olmayan
serum

PCNA

PC10

DAKO

Predilile

Gekirdek

Reaktif
lenf
diglimii
ve kolon
submukoz
asindaki
lenfoid
follikuller

Ki67

Monoklonal
Ki-67
antikoru

DAKO

Prediliie

Cekirdek

Reaktif
ienf
dagdmii
ve kolon
submukoz
asindaki
lenfoid
follikiiller

Pgp

JSB-1

NOVOCASTRA

1/50

Membran

Normal
karaciger
dokusu

Isitma suresi 20 dakikaya cikariidiginda ise kesitlerin lamlardan dokulme
sorunu ortaya cikti Kesitlerin kaynatiimasinda 1 litrelik cam sale igine
oturtulmus toplam 48 lam dizilebilen plastik sale kullanilidi. Cam gale igine
islem sirasinda yeniden eklemeyi gerektirmeyecek kadar sitrat tampon
dolduruldu. igleme cam sale igindeki sitrat tamponun 90°C'ye kadar 1sitiimast
ile baslandi. Bu 1siya 10 dakika kaynatma suresi ile ulagtidi. Daha sonra sitrat
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onuldu. Her 5 dakikada bir kaynatmaya 30 saniye ara verip 1siyl kontrol
derek (90°Clyi gegmeyecek sekilde) kaynatma suresi toplam 20 dakikaya
amamiandi  Bu sure ile kontrol olarak kullanilan reaktif lenf dagdumunde,

normal mukoza (Resim 2) ve adenokarsinom olgularnin tumtnde; 30 adenom
olgusunun 19 tanesinde pozitif boyanma, 11 adenom olgusunda ise negatif
boyanma géruidu. 11 adenom olgusunda kaynatma suresi 30 dakikaya
gkaridiginda  bir tanesi disinda yine pozitif boyanma saglananamad!.
- Kaynatma suresi 40 dakikaya cikarildiinda ise yeniden kesitlerin lamlardan

dékuime sorunu ile karsilagiidi ve denemelere son verildi.

. Kaynatma sonunda preparatiar sitrat solusyonu icerisinde oda 1sisinda 20
::f;_'dakika sojumaya birakildi. Streptavidin-Biotin peroxidase yontemi ile

immunhistokimyasal boyama agagidaki gibi gergeklestirildi.

1. Endojen peroksidaz enzim blokasyonu icin %3luk H.O sollsyonu ile
kesitler 10 dakika inkube edildi. Daha sonra preparatlar tamponlanmig fosfat

solusyonunda yikanarak 5 dakika bekletildi.
3 Primer antikor ile tizerleri kaplanan doku kesitleri 60 dakika inkube edildi.

4 Primer antikor ile enzim tastyan antikor aras: baglayici gérev yapan Linking
Reagent (Dako, Germany) ile doku kesitleri 20 dakika inkube edildi.

5. Kesitler tamponlanmus fosfat sollisyonunda 5 dakika bekletildi.

‘6< Labeling reagent (Dako, Germany): Streptavidin ile konjuge edilmig
“horseradish peroksidase” ile dokular 20 dakika inklbe edildi.

7. Kesitler tamponlanmig fosfat sollsyonunda 5 dakika bekletildi
8. Chromogenic substrate (DAB) (Dako, Germany) ile 10 dakika inkube edildi.
9 Preparatlara HE (Dako, Germany) ile zit boyama yapildi ve kapatildi.

Butun inkubasyonlar oda sicakhginda ve nemli ortamda uygulandi
Renklendirici olarak Diaminobenzidine (DAB) kullaniidi ve olusan kahverengi

renk reaksiyonu pozitif olarak degerlendirildi.
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1. On dakika kaynat

i

ma s

W

uresi uygulandidinda normal kolon mukozasi
ve lenfoid follikulunde negatif Ki-67 immin boyanmasi (Monoklonal Ki-67

Resim

ve lenfoid follikillinde Ki-67 ile pozitif gekirdek boyanmasi (Monoklonal Ki-67
antikoru x20)



3.7. P53 ve Pgp imminhistokimyasal boyanma sonuglarmn
degerlendirilmesi:

P53 antikoru ile yapilan immunhistokimyasal boyada cekirdek boyanmasi, Pgp
antikoru ile yapilan immunhistokimyasal boyamada ise membran boyanmasi
pozitif ve negatif olarak degerlendirildi. Ayrica her iki antikor igin boyanan alan
yuzdesi negatif (%0),0, %5'ten daha az;1, %5-50 arasi;2 ve %50'den fazla;3,
boyanma siddetide hafif,1, orta;2 ve siddetli;3 olarak skoriandi (Resim 3, 4).

£

Resim 3. Adenokarsinom olgusunda p53 ile %50'den fazla alanda, siddetli

cekirdek boyanmasi (NO-7 x5)




Fel

oulgusunda P-g;; ile ~%5—(-)'den fa

g pikae =y

zla alanda, siddetli

Resim 4. Adenokarsinom

membran boyanmasi (JSB-1 x10)
3.8. Ki-67 ve PCNA ife immiin boyanmanin skorlanmast:

Ki-67 ve PCNA immun boyanmalarinin skorlanmasi igin Kamel ve Wintzer'in
1991'de tanimladiklari metodun Linden tarafindan o&nerilen modifiye gekli
kullanildi (175). Ki-67 ve PCNA ile boyanmis lamlar yan nicesel olarak
deferlendiriidi.  Zeiss, Axioskop gk mikroskopu ve standart objektifler
kullanildi. Kesitlerde dusuk ve orta buyUtmelerde yogun ve uniform imman
boyanma alanlan belirlendi. Cekirdek boyanmasi gorulen hucreler boyanma
derecesine bakiimaksizin pozitif kabul edildi. Normal kolon mukozasinda PC10
antikoru ile boyama sonucunda kript tabani (proliferatif zon) uzerinde de
boyanmalar izlendi (Resim 5) Gastrointestinal kriptlerde proliferasyon zonu
tizerinde saptanan hafif boyanmalar PCNAnin yar émrunin uzunluguna (20

saat) ve gastrointestinal hiicrelerin hizli gégline badlanmigtir (170, 171). Her

olguda x400 biyitmede 200 hticre saylldi ve pozitif cekirdeklerin sayisi
kaydedildi. Pozitif gekirdeklerin yltizdesi proliferasyon indeksini beliriedi (Resim
6,7)
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Resim 5. Normal mukozada PCNA ile kriptlerdeki diffuz gekirdek boyanmasi
(PC10 x20)

Resim 6. Adenokarsinomda PCNA ile kuvvetli gekirdek boyanmasi ve
mitozdaki huicrelerde negatif boyanma (ok) (PC10 x40)



Resim 7. Adenokarsinomda Ki-87 ile mitozdaki hiicreler de dahil olmak tzere

(ok) kuvvetli gekirdek boyanmasi (Monoklonal Ki-67 antikoru x40)

3.8. istatistik: FElde edilen sonuglari  dederlendirirken  grup g
karsilastirmalarda Fisher'in kesin ki-kare testi, korelasyon testleri, Kruskal-
Walllis varyans analizi, Mann Whitney U testi, gruplar aras kargilagtirmalarda
ki-kare testi, t testi, korelasyon testleri, Mann Whitney U testi kullaniidi.




4, BULGULAR

Bu calismadaki hastalarin demografik Ozellikleri, kolorektal adenom ve
kolorektal adenokarsinomlarda saptadigimiz histopatolojik bulgular ve normal
kolon mukozasi, adenom ve adenokarsinom gruplarinda p53, P-gp, PCNA ve g"
Ki-67 ile immunhistokimyasal boyanma sonuglan Tablo 3 ve Tablo 4'te o

gorulmektedir.

PRS
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4.1. Cinsiyet ve Yag: Kolorektal adenom grubu 13’0 kadin (yas arahg! 21-74,
yag ortalamas 41.60), 17'si erkek (yas arahgi 30-78, yag ortalamasi 54.47)
toplam 30 hastadan olugmaktayd: (K/E orani 4/5) Adenokarsinom grubu S'u
kadin (yas arali§i 43-89, yas ortalamasi 57), 21'i erkek (yas araligi 37-78, yas
. ortalamasi 56.95) toplam 30 hastadan olusmaktayd Bizim kolorektal
- adenokarsinom olgulanimizda kadin/erkek orant 3/7 iken, rektum yerlesimli
olgularimizda kadin/erkek orani 2/3, kolon yerlesimii olgularimizda kadin/erkek
orani 1/4 olarak bulundu. Adenom grubunda yag ortalamasi 48 .90 (yas arahg
21-78) adenokarsinom grubunda ise yas ortalamasi 58,70 (yas araligi 37-89)
olup aradaki fark istatiksel olarak anlamh bulundu (p<0.02) (Tablo 5).

Tablo 5: Kolorektal adenom ve adenckarsinom gruplarinda hastalarin cinsiyet

ve yasg dagilhmi

Adenom Adenokarsinom

en klicik yas 21 43

KADIN en baytik yas 74 89
yas ortalamasi 41.60 57.00

hasta sayisi 13 9

en klicik yas 30 37

ERKEK en hlyik yag 78 78
yas ortalamast 54.47 56.95
hasta sayisi 17 21

4.2. Kolorektal adenomlarin morfolojik dzellikleri:

Kolorektal adenomlarda en kugik ¢ap 0.30 cm, en buyuk ¢ap 50 cm, ortalama
cap 0.87 cm olarak bulundu. Adenomiarin 19 tanesi tubuler (2'si duz adenom),
8 tanesi tubulovilléz ve 3 tanesi de villdz adenom tipindeydi (Resim 8-10).
Olgularin arsiv kayitlarindan 20 adenomun sapsiz ve 10 adenomun sapli
oldugu kaydedildi (Tablo 6). Kolorektal adenomlarin 27'si endoskopik biyopsi,
3 tumér disi nedenlerle ameliyat edilen hastalarin ameliyat materyallerinde
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elde edildi (Tablo 7). Kolorektal adenom olgulanmizin 13'Unde hafif, 12'sinde
orta ve 5'inde siddetli derecede displazi izlendi (Tablo 8).

“ Tablo 6: Kolorektal adenomlarin tipleri ve makroskobik gekilleri.

Kolorektal adenom | TUBULER | TUBULOVILLOZ | VILLOZ

it
fi

SAPSIZ 13 6 1

SAPLI 6 2 2

siklidin izlendigi

Resim 8. Bezlerin Ust kisminda baglayan adenomatdz degi

tubulovilléz adenom (Hematoksilen-Eozin x10).



i
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Resim 10. Villsz adenom olgusunda izlenen parmaksi ¢tkintilar

(Hematoksilen-Eozin x10).




Tablo 7: Kolorektal adenomiarin alinma gekli.

Kolorektal

adenom

ENDOSKOPI

OPERASYON

27

3

Tablo 8: Kolorektal adenomlarin tiplerine gére displazi dereceleri,

KOLOREKTAL ADENOM TIPLERI

Displazi | TUBULER | TUBULOVILLOZ | VILLOZ | TOPLAM
dereceleri | ADENOM ADENOM ADENOM
HAFIF 10 3 - 13
ORTA 8 2 2 12
SIDDETLI 1 3 1 5
TOPLAM 19 8 3 30

4.3. Kolorektal adenokarsinomlarin morfolojik dzellikleri:

incelenen 30 kolorektal adenokarsinom olgusunda en kugik ¢ap 2 cm, en
blyuk cap 14 cm, ortalama ¢ap 532 cm olarak bulundu. Tumdrlerin 6 tanesi
saf kolon, 8 tanesi sol kolon ve 16 tanesi ise rektum yerlegimli idi (Tablo 9)
Olgularin 2'sinde tubuler, 4'Unde villoz tipte adenom alanlari adenokarsinom
a!an’lar'l cevresinde dikkati ¢cekti On beg olguda simirli (Resim 11), 15 olguda
ise infiltratif biyume paterni izlendi. Tumorierde makroskobik olarak 14’Unde
polipoid, 16'sinda ise ulsere-infiltratif geligim saptandt (Tablo 10)
Olgularimizin 8 tanesi iyi, 20 tanesi orta ve 2 tanesi ise kétu diferansiye idi
(Resim 12-14) Adenokarsinomliarin Fischerin modifiye Duke sistemine gére
evrelenmesi sonucunda 2'si evre A'da, Q'u evre B'de, 1'i evre C1'de,13'U evre
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C2'de ve 5'i evre D'de bulundu (Tablo 11). Vendz invazyon 6 olguda, perindral

invazyon ise 7 olguda saptandi (Resim 15,16). Lenf dugumi metastaz) olan

olgu sayist 18 idi. Alti olguda tumor cevresinde yogun mononukleer yangi

hucre infiltrasyonu izlendi (Resim 17).

Tablo 9: Kolorektal adenokarsinomlarin barsakta yerlegim yerleri

Kolorektal

SAG KOLON

SOL KOLON

REKTUM

adenokarsinom

6

8

16

Tablo 10: Kolorektal adenokarsinomlarda makroskobik g&runim buyume

paterni iligkisi.
MAKROSKOBIK GORUNUM
Bilyiime paterni Polipoid Ulsere-infiltratif | toplam
sinirlt 8 7 15
infiltratif 6 9 15
toplam 14 16 30

Tablo 11: Kolorektal adenokarsinomiarin evrelerine gére diferansiasyon
dereceleri.

KOLOREKTAL ADENOKARSINOM EVRELERI

Diferansiasyon | EVRE | EVRE | EVRE | EVRE EVRE | toplam
dereceleri A B C1 c2 D
IYi - 3 - 4 1 8
ORTA 2 6 1 8 3 20
AZ - - - 1 1 2
toplam 2 9 1 13 5 30
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Adenokarsmom olgusunda izlenen sinirll buyume paterni

Re5|m 11.

(Hematoksilen-Eozin x5).

Resim 12. Tubu!er yapllar olusturan iyi derecede differansiye adenokarsrnom

olgusu (Hematoksilen-Eozin x20).
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Resim 13. Kompleks tubuler yapilar izlenen, polaritenin bozuldugu orta

derecede differansiye adenokarsinom olgusu (Hematoksilen-Eozin x20).

Resim 14. Tumér hucrelerinden olusan solid alanlar, kétu différaﬁsiye

adenokarsinom olgusu (Hematoksilen-Eozin x40).




\Q ‘... ' gl 3 i : 4 2
Resim 15. Serozada bulunan bir ven duvarinin buttnliguni bozarak damar

icine giren tumor hucreleri, ventz invazyon (Hematoksilen-Eozin x40).

Resim 16. Pe




S

Resim 17. Adenokarsinom etrafinda izlenen yodun mononikleer hicre

infiltrasyonu (Hematoksilen-Eozin x20).

4.4. Normal mukoza, adenom ve adenokarsinomiarda p53, Ki-87, PCNA ve
Pgp arasindaki iligki:

Normal mukozada p53 (NO-7 monoklonal antikoru) ile boyanma olmazken,
adenomlarin 7’sinde (p<0.01), adenokarsinomiarin ise 21'inde pozitif gekirdek
boyanmasi izlendi (p<0.01), (Grafik 1) (Resim 18, 19).




{

Resim 19. Koty differansiye adenckarsinom olgusunda p53 ile kuvvetli

cekirdek boyanmasi (NO-7 x40)




P-gp (JSB-1 monoklonal antikoru) ile yapilan immunhistokimyasal boyama
'sonucunda adenomlarda pozitiflik saptanmazken, normal mukozaya ait
“preparatiann  &'sinda ve adenokarsinomlann 18inde pozitif membran

: boyanmasi izlendi (p<0.01), (Grafik 2} (Resim 20, 21).

"PCNA (PC10 monoklonal antikoru) ile 200 hicrede pozitif boyanan
cekirdeklerin sayimasi sonucu elde edilen ortalama proliferasyon indeksi
normal mukozada %8 (min%1-max%16), adenomiarda %22 (min%6-max%54),
(p<0.01), adenokarsinomlarda %59 (min%32-max%90), (p<0.01) olarak
bulundu (Resim 22, 23).

Ki-67 (monoklonal Ki-67 antikoru) ile 200 hlicrede pozitif boyanan gekirdeklerin

sayilmasi sonucu elde edilen ortalama proliferasyon indeksi ise normai
mukozada %5 (min%05-max%14), adenomlarda %23 (min%8-max%61),
(p<0.01), adenokarsinomlarda %54 (Min%36-Mmax%95), (p<0.01) olarak
bulundu (Resim 24-26).

2, R T

Resim 20. Yogun musin sekresyonu olan normal kolon mukozasinda P-gp ile
hiicre membranlarinda o6zellikle luminal yluzde kuvvetli pozitif boyanma
(JSB-1 x10)
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o 3

'Resim 21. Adenokarsinom olgusunda bez lumenine bakan ylzde P-gp ile
kuvvetli pozitif boyanma (JSB-1 x20)

A

B o

Resim 22. Tibuler adenomda musin kaybi olan ve polaritenin bozuidugu
bezlerde PCNA ile kuvvetli gcekirdek boyanmasi (PC10 x20)
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‘Resim 23. Orta derecede differansiye adenokarsinom olgusunda PCNA ile
 gekirdek boyanmast (PC10 x20)

1 % e W L L % : LT P LA ;
Resim 24. Tubilovillz adenom olgusunda Ki-67 ile elde edilen poxzitif
gekirdek boyanmasi (monoklonal Ki-67 antikoru x10)




Resim 26. Adenokarsinom olgusunda Ki-67 ile elde edilen cekirdek
boyanmasi (monoklonal Ki-67 antikoru x20)

56




HpbB3 (-)
Bp53 (+)

normal adenom adenckarsi

mukoza nom

Grafik 1: Normal mukoza, adenom ve adenckarsinom gruplarinda P53

boyanma dagilimi

EP-gp (-)
#@P-gp {+)

normal adenom adenckarsl
mukoza nom

Grafik 2: Normal mukoza, adenom ve adenokarsinom gruplannda P-gp

boyanma dagthm
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4.5. Kolorektal adenomlarda ve adenokarsinomlarda Ki-67 ile PCNA

boyanma indekslerinin uyumlannin aragtinimasi:

Kolorektal adenokarsinomiarda her iki antikorla tum olgularda boyanma
izlenirken, adenomiarda PCNA ile tuim olgularda, Ki67 ile 20 olguda boyanma
elde edilmistir (Tablo 3, Tablo 4). Kolorektal adenomiarda her iki belirieyici ile
boyanabiten 20 olguda ki ydntemin uyumiulugu aragtinidiginda Ki-67 ile
PCNA boyanma indeksleri arasinda istatiksel olarak anlamli iligki bulunurken
(p<0.044), adenokarsinomlarda Ki-67 ile PCNA boyanma indeksleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p>0.05) (Grafik 3, Grafik 4).

0,7

9,6 +—=n

1R )

04 A “/“-\ ],: —e—PCNA

0,3 17%\———,,_.%5(&5 // *— Ki-67

02 e \\ d /“\\ 2 /

0’; ”[‘/ \ A%ﬂ \“/ %34“$5§—
1234567s910111I213141‘51's1713192'0

—+—PCHA
— s KI-67

Grafik 4: Kolorektal adenokarsinom grubunda PCNA ve Ki-67 indekslerinin
dagilimi
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4.6. Ki-67 antikoru ile boyanma sonuglanm etkileyebilecek faktorierin

aragtinimasi:

Kolorektal adenomlarin 19'unda ve adenokarsinomlarin tumunde 20 dakika
antijen geri kazarim islemi ile boyanma elde edilirken, boyanma
saglanamayan adenomiarin 1 tanesinde antijen geri kazanim iglemi 30
dakikaya uzatildiinda boyanma saglandi Adenomlarda fiksasyon suresi (24
saatten az-24 saatten ¢ok), adenom c¢api (1 cm'den kiguk-1 cm'den buyuk) ve
materyalin elde edilis seklinin (ameliyat-biyopsi) Ki-67 antikoru ile boyanmayi
etkileyip etkilemedigini gérmek amaciyla yapilan istatiksel analizde iligki
olmadigi géruldu (p>0 05), (Tablo 12)

Tablo 12: Kolorektal adenom olgularinda Ki-87 boyanmasi ile fiksasyon
suresi, adenom ¢api ve materyalin elde edilis sekli arasindaki itigki.

Kolorektal adenom Ki-67 pozitif Ki-67 negatif
Fiksasyon 24 saatten az 10 4
24 saatten ¢ok 10 6
Gap 1cm'den kigik 15 6
1cm'den blyGk 5 4
Alinma Ameliyat 1 2
gekli Biyopsi 19 8

4.7. Adenokarsinomiarda morfolojik bulgular ile Ki-67 ve PCNA ile
belirlenen proliferasyon indekslerinin iligkisi:

Adenokarsinomlarda hasta yasi, cinsiyeti, tumor gevresindeki mononukleer
yangi hucre infiltrasyonu, perindral ve vendz invazyon, lenf dugumt metastazi,
diferansiyasyon ve evre ile Ki-67 ve PCNA ile belirlenen timér proliferasyon

indeksleri arasinda anlamh bir iliski bulunmamistir (p>0.05), (Tablo 4).
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4.8. Tumdr proliferasyon indeksi ile p53 ve P-gp ifadesi arasindaki iliski:

PC10 ve monoklonal Ki-67 antikorlari ile befirlenen tumdr proliferasyon
indeksleri ile p53 ve P-gp ifadesi arasindaki iliskiye ayri ayri bakildidinda her
iki antikorla belirlenen timor proliferasyon indekslerinin p53 ve P-gp ifadeleri
ile iliskili olmadigi géruldu (p>0.05), (Tablo 4).

4.9, Adenomlarda p53 boyanmasi ile morfolojik bulgular ve hasta yasi

arasindaki iligki:

Adenom olgularimizda p53 pozitifligi ile adenom ¢api (1cm'den kuguk-1cm'den
buyuk), tipi (tubuler-tubulovilidz, villdz), displazi derecesi (hafif-orta, siddetli)
arasinda iligki bulunmamistir (p>005) Bizim caligmamizda adenom grubunda
yag ortalamasinin 48.9 olup adenokarsinom grubundan 9.8 yil kiguk olmast
(p=002) nedeniyle 50 yas alti ve 50 yas ustu hastalar karsilastiriididinda p53
pozitifliginde fark bulunmamistir (p>0.05), (Tablo 3).

4.10. Kolorektal adenokarsinomlarda p53 ve P-gp ile elde edilen poazitif
boyanma siddeti ile boyanan alan ylizdesi arasindaki iligki:

Kolorektal adenokarsinomlarda p53 ile 21 olguda g¢ekirdekde, P-gp ile 18
olguda membranda elde edilen pozitif immunhistokimyasal boyanmalar
boyanma giddetine gére hafif;1, orta;2, adir;3, boyanan alan yuzdesine gére
negatif,0, %5'in altinda boyanma;1, %5-50 arast boyanma;2 ve % 50'den cok
pozitif boyanma;3 olarak dederlendirilerek boyanma siddeti ile boyanan alan
iligkisine bakildiginda p53 igin r degeri 0.98 (p<0.01), P-gp i¢in r degeri 0.90
(p<0.01) bulunmus ve her ikisinde de boyanma siddeti ile boyanan alan

yuzdesinin korele oldudu gérulmustur (Tablo 13, Tablo 14).
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Tablo 13: P53

ile pozitif ¢ekirdek boyanmasi

izlenen 21

adenokarsinom olgusunda ki boyanma siddeti ve boyanan alan yuzdesi

Bovanan alan yuzdesi

Boyanma siddeti % 5'in %5-50 %50'den | Topiam
altinda arasi fazla
HAFIF 4 1 0 5
ORTA 0 3 2 5
SIDDETLI 0 0 11 11
Toplam 4 4 13 21

Tablo 14: Kolorektal adenokarsinomiarda 18 olguda P-gp ile pozitif membran

boyanmalarinin boyanma siddeti ve boyanan alan yuzdesi.

Boyanan alan yiizdesi

Boyanma siddeti % 5'in %5-50 %50'den Toplam
altinda arasi fazla
HAFIF 5 0 0 5
ORTA 1 6 1 8
SIDDETLI 0 0 5 5
Topiam 6 6 6 18

kolorektal

4.11.P-gp immiinhistokimyasal boyanmast ile cok ilaca direnci aragtirian
hastalarin kemoterapiye cevaplari:

5-Fluorouracil (5FU) temeline dayanan sistemik kemoterapi uygulanan 15

adenokarsinom olgusunun tedavi yanitiar ve P-gp boyanma sonuglan Tabilo
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15'de gosterilmigtir. Kolorektal adenokarsinomlarda tedaviye yanit ile P-gp

boyanmast arasinda antamh bir iligki bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 15: P-gp immunhistokimyasal boyanmasi, uygulanan kemoterapi ve
elde edilen kiinik yanitlar

OLGU NO | P-gp TEDAVI KLINIK YANIT
1 () 5-FU, LV Remisyon
2 -) 5-FU, LV Remisyon
3 (-) 5-FU, LV Remisyon
4 (-) 5-FU, LV Remisyon
5* (=) 5-FU LV,E, A M Yanit yok
6 ) 5-FU, LV Yanit yok
7 (=) 5-FU, LV Yanit yok
8 (+) 5-FU, LV Remisyon
9 (+) 5-FU, LV Remisyon
10 (+) 5-FU, LV Remisyon
11 (+) 5-FU, LV Remisyon
12 (+) {5-FU, LV, Radyoterapi Remisyon
13 (+) 5-FU, LV Kismi yanit
14 (+) 5-FU, LV Yanit yok
15 (+) [5-FU, LV, Radyoterapi Yanit yok

{(5-FU: 5-Fluorouracil, LV: Leucovorin, A: Doxorubicine, M: Methotrexate, E: Etoposide)

* Tedavi sonrast alinan lenf diijiimiinde P-gp pozitif saptanan hastaya Verapamil, Tamoxifen,
5-Fluorouracil, Doxorubicine, Methotrexate tedavisi verildi ve kismi yanit alind:.
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5. TARTISMA

Kolorektal karsinom olugum mekanizmasini anlamaya yonelik galigmalar ve
dolayisiyla bilgilerdeki youn artig hastalarin prognozunu olumiu ybnde
etkileyebilecek firsatlar saglama yénunde geligme gostermektedir. Kalin
barsak tumérlerinin  %98'ini olusturan adenokarsinomlar her iki cinste
maligniteye bagh olumlerde ikinci sirayi alarak 6nemli bir sagiik sorunu
olusturmaktadir (1) Kolorektal adenokarsinom etyopatogenezinde etkili
faktorier olarak diyet aligkanliklar, inflamatuar barsak hastaliklar ve genetik
faktorler Uzerinde durulmustur (3, 8, 66) Kolorektal karsinogenez barsak
mukozasinda proliferasyon ile baglayip, adenom geligimi ile devam eden ve
adenokarsinom olusumu ile sonlanan karmagik ve ¢ok basamakli bir strectir
(12, 13).

Bu caligmada normal mukoza, adenom ve adenokarsinom gruplarinda PCNA,
Ki-67 ile belirlenen proliferasyon indeksleri ile p53 ve P-gp ifadesinin
kolorektal karsinogenezdeki rolu; proliferatif aktivitenin prognoz tzerine etkisi

ve P-gp ifadesi ile kemoterapi cevabi arasindaki iligki aragtinlmigtir.

Literaturde kolorektal adenom goruime sikidimin 40 yas altinda %20-30 iken,
60 yas Uzerinde %40-50'ye kadar yukseldigi bildiriimektedir Kolorektal
adenomlar kadiniarda ve erkeklerde esit oranda gorulmektedir (42,48,49).
Bizim kolorektal adenom olgularimizin yas ortaiamasi 48.9 yil (yas arahgi 21-
78) olup, kadinferkek orani 4/5 olarak bulunmustur. Kolorektal adenom
olgularimizin 23'0 {%76) rektum, 7'si (%24) kolon yerlesimli idi. Otopsi
caligmalarinda kolorektal adenomlarin 1/3'unun rektosigmoid bélge yerlegimli
olduju belirtiimektedir (44, 47) Calismamizda adenom olgularinin  27'si
endoskobik biyopsi ile alindid igin bu oran daha yuksek olarak bulunmustur
Kolorektal adenomlar goguniukla 1 cm'den kugukturler (46, 51). Bizim
olgularimizda da kolorektal adenomiarda en kuguk ¢ap 0.30 cm, en buyuk ¢ap
5.0 ¢cm, ortalama ¢ap 0.87 cm olarak bulunmustur.

Kolorektal adenokarsinom genellikle 6. ve 7. dekatta gorulur (4-6). Kolorektal
adenokarsinom olgularimizda da yas ortalamast literatirie uyumiu olarak 58.70
yil (yas araligi 37-89) bulunmustur. Rektum kanserlerinde kadinferkek orant
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1/2 iken, kalin barsagin diger bolgelerinde bu oran esittir (63) Bizim kolorektal
adenokarsinom olgularimizda kadin/erkek orani 3/7 iken, rektum yerlegimli
olgularimizda kadin/erkek orant 2/3, kolon yerlesimli olgulanmizda kadin/erkek
oranl 1/4 olarak bulundu. Kolorektal adenokarsinomlarda ortalama c¢ap 532
cm (en kuglk cap 2- en buylk cap 14) olarak bulundu. Kolorektal
adenokarsinomlarin %50'si rektosigmoid bdlgede ortaya c¢ikmaktadir (68).
Bizim olgularimizda da tumérlerin 16's1 (%53) rektum, 14'UG (%47) kolon
yerlesimii idi.

Kolorektal adenomlardan adenokarsinom geligimi igin gegen stre 5 ile 15 yil
arasinda degigmektedir (183, 184). Bizim ¢aligmamizda da adenom grubunda

adenomlar uzerinden gelistidine ait itk bulgular epidemiyolojik ve morfolojik
calismalardan elde edilmistir (11, 64, 65, 83, 84). Adenomlar iginde
daha 6nceden varolan adenoma ait artiklann goérilmesi énemli bir bulgudur.
Genis serilerde %14 ve %23 olarak biidirtlen tumor etrafinda adenom artikian,

bizim olgularimizda da %20 craninda bulunmustur (47, 90).

Spesifik tumoér baskilayict genlerin  kaybi ile birlikte onkogenlerin
aktivasyonunu iceren kolorektal karsinogenezde p53 mutasyonlarinin geg
adenomdan adenokarsinoma gecis asamasinda rol oynadid ileri striimustar
(142). Tumédrlerin godunda nokta mutasyon veya delesyonla p53'un her iki
allelide inaktif haldedir. Insan kanserlerindeki p53 mutasyonlarinin %30'undan
missense mutasyonlar sorumludur (15). Yar émru 6-20 dakika olan asii p53
Immunhistokimyasal metodlarla belirlenememektedir (127, 128). Buna kargin
mutasyon ya da delesyonla dedisiklige ugrayan p53'in yar 6émru 6 saate
kadar ¢ikabilmektedirr Bu nedenle immunhistokimyasal metodlaria
belirlenebilen p53'un varlid p53'Un mutant oldugunun indirekt bulgusudur
(129, 130). Ancak cesitli yayinlarda meme tumdrlerinde %90'nin uzerinde
olodugu bildirilen p53 proteinindeki degisikliklere ragmen p53 gen
mutasyonlart meme tUmdrierinde sadece %20 oraninda gdsterilebilmistir {15).

Kolon karsinomlarinda 17p allelik delesyonu ve buna eslik eden p53 genindeki
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mutasyonlar 1989 yilinda tanimlanmistir (15). Cunningham ve arkadaslarr 90
kolorektal adenokarsinom olgusunda p53 ifadesini 3 tip p53 monoklonal
antikoru (PAb1801, PADb421, PAb240) kullanarak aragtirmiglar, kendi
serilerindeki kolorektal karsinomlarin %70'i p53 ile imminhistokimyasal olarak
pozitif boyanirken, pozitif boyanma gésteren bu olgularinin yalnizca %76'sinda
kromozom 17p'de kayip izlemislerdir. Tumdrlerde 17p heterozigositesi kaybi
olanlarin her Ug antikorla boyanmasina karsin, 17p heterozigosite kaybt
olmayanlar sadece PAb240 ile pozitif boyanmiglardir. Spesifik p53 mutasyonu
icin aragtirilan 15 olgunun 10'unda mutasyon bulunurken, missense mutasyon
olan 1 oigu p53 ile immunhistokimyasal olarak pozitif boyanmistir (1 76).

Tumar tipleri arasinda bildirilen p53 mutasyon oranlannin gesitliligi buytk
oranda timor &rmeklemesindeki ve kullanilan yontemlerdeki farklilikiardan
kaynaklanmaktadir (15). Bizim calismamizda kullanitan predilue DO-7
monoklonal antikoru astl ve mutant tip p53'Un amino terminalindeki bir epitopu
tammaktadir. DO-7 manoklonal antikoru parafine gémulu argiv materyallerinde
p53'un goésterilmesinde antijen geri kazanim igleminden sonra kullanilan bir
antikordur (177).

Cesitli caligmalarda normal kolon mukozasinda p53 ile boyanma izlenmezken,
kolorektal adenomlarda immiinhistokimya ite gasterilen p53 ifadesi %8.7, %9,
%11, %24, %26 olarak bildiriimistir (178-182). Caligmamizda DO-7 monokional
antikoru ile immunhistokimyasal boyama uygulanan gruplardan normal
mukozaya ait olanlarda boyanma izlenmezken, adenom olgulanmizin 7'sinde
(%23.3) p53 pozitifligi izlenmigtir. Adenomlarda malign transformasyon riski
adenom capt, tipi ve displazi derecesi ile iligkilidir (62). p53 boyanmasinin da
adenomun tipi ve displazi derecesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (178, 180,
182). Adenckarsinom gérulme orani 1 cm altindaki adenomlarda %1 iken, 1-2
cm arasindaki adenomlarda %10, 2 cm uzerindeki adenomlarda ise % 46'ya
ulagmaktadir (47). Adenom tanisi alan olgularimiz 1cm'den kuctk ve 1cmden
biiyuk capli olmak uzere iki gruba ayrildiginda, adenom gapi ile p53 pozitifligi
arasinda iligki izlenmemistir. Adenomun tagididi villoz komponentin yogunlugu
arttikga malignite geligme riski de artmaktadir. Bizim calismamizda adenomiar
tubdler ve tubtilovilldz-villdz olarak iki gruba ayridifinda p53 pozitifligi ile
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adenom tipi arasinda iliski bulunmamistir. Hafif ve orta-giddetli displazili
adenom olgultarimizda da p53 pozitifliinde fark izlenmemistir. Kolorektal
adenomlardan adenokarsinom gelisimi icin gecen sure 5 ile 15 yil arasinda
dedigsmektedir (183, 184). Bizim calismamizda adenom grubunda yas
ortalamasinin 48.9 olup, adenokarsinom grubundan 9.8 yil kiuguk olmasi
(p=0.02) nedeniyle 50 yas altt ve 50 yas ustu adenom grubu hastalar
kargllagtinldiginda p53 pozitifiijinde fark bulunmamistir. Bu sonuglar DO-7
monoklonal antikoru ile tespit ettijimiz pozitif boyanmalarin timuntn
mutasyonlan temsil etmedigini dugtindurmekle birlikte, normal mukozada hig
boyanma oimamas:i ve adenokarsinom olgularimizda izlenen %70 pozitiflik {21
olgu) literattrle uyumiu bulunmustur (179-181, 185, 186). Ancak bu calismada
mutasyonlan temsil edip etmedigini tespit edebilecek molekiler patoloji

ybntemleri uygulanamamugtir.

Normal kolon mukozasi, adenom ve adenokarsinom gruplarimizin p53
ifadesinin gruplar arasinda istatistiksel fark géstermesi (P<001), (Tablo 3,
Tablo 4), p53 mutasyonlarinin kolorektal karsinogenezde rol oynadifi ve
adenom evresinde ortaya c¢iktidi gorlsuntl desteklemis, ancak p53 ile
boyanma oranlari ile adenom ¢api, tipi ve displazi derecesi arasinda iligki
bulunmamustir.

Rutin patoloji pratiginde hiicre proliferasyonunu belirlemek amaciyla geligtirilen
monoklonal antikorlarla elde edilen sonuglar arastinlan tomérun cinsine,
kullanilan monoklonal antikora, dilusyona ve uygulanan yénteme gore
farkiihklar gdstermektedir (187-189). Bu nedenle proliferasyon durumu
arasgtirilacak dokularin birden fazla yéntemle dederlendirilmesi dnerilmektedir
(143). Bizim calismamizda; normal mukoza, adenom ve adenokarsinom
gruplarinda proliferatif aktiviteyi aragtirmak amaciyla imminhistokimyasal Ki-
67 (monoklonal Ki-67 antikoru) ve PCNA (PC 10) antikorlar kullaniimis ve bu

iki yontem arasindaki uyum, avantaj ve dezavantajlar tartigilmigtir.

PC10 monoklonal antikoru ile immunhistokimyasal boyama yontemi arsiv
materyalinde galgilabilen, kompleks donanim gerektirmeyen bir yontemdir.
Birgok antikor i¢in rutin takip edilen materyallerde mikrodalga firinda antijen
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geri kazanim iglemi boyanmay! arttirdi§i icin, bu ¢aligmada da uygutanan 10
dakika standart antijen geri kazanim islemi ile predilue PC10 monoklonal

antikoru ile tum olgularda homojen boyanma saglanmisgtir (190).

Monoklonal Ki-67 antikoru ile immunhistokimyasal boyama ydntemi de
antijenlerin  yeniden kazanilma igleminden sonra arsiv materyalinde
uygulanabilen bir yéntemdir (191) Calismamizda normal kolon mukozasi,
adenom ve adenokarsinom alanlar tagiyan bloklardan yapilan 90 kesite
monokional Ki-67 antikoru ile boyanma uygulanmig, negatif boyanma orani
%11 olarak bulunmustur. LiteratUrde %19'a kadar varan negatif boyanma orani
bildirilmistir (187). Ki-67 antijeninin tesbit sirasinda olugsan formol capraz
baglari nedeniyle antikor tarafindan taninmadidi, kaynatma igleminin bu
capraz badlari kirdidi dusunulmektedir (27). Literaturde tesbit suresine bagh
olarak gereken kaynatma suresinin arttigini gtsteren calismalar mevcuttur.
Calismamizda mikrodalga finnda kaynatma suresi arttginda lam uzerinden
doku dokulmesi olmadan, ideal kaynatma suresini 20 dakika ofarak bulduk
(192). Bu galismada basarili boyanma salanan 20 adenom olgusu ile
boyanma sag@lanamayan 10 adenom olgusu arasinda tesbit slresi (24 saatten
az ve 24 saatten cok olmak Uzere) agisindan istatiksel olarak fark
bulunamamistir  Calismaya alinan adenom olgularimizin endoskopik biyopsi
ile elde edilenierinin ameliyat materyalinden elde edilenlere gére daha az
hacimde formol icinde tesbit edildiji gbéz &nune alinarak, bu iki grubun
boyanmasini dederlendiren istatiksel analizde de fark bulunmargtir. Dokunun
formol tesbitinden yararlanmasini etkileyebilecek bir diger faktdr olan adenom

caplar (1cm'den kiguk ve buyUk) agisindan da herhangi bir fark gorulmemistir.

PC10 ve monoklonal Ki-67 antikorlarinin uygulanmasi agamasinda, PC10 ile
daha kisa sirede, daha kolay ve daha homojen boyanma saglandigi,
monoklonal Ki-67 antikoru ile daha detayll ve titiz caligma gerektigi ve her
laboratuarin yéntemi kendi materyalinde oturtmasi igin ¢ok sayida deneme

gerektigi gérulmustar,

PC10 ve monoklonal Ki-67 antikorlar ile boyanan olgularimizi degerlendirirken
boyanan cekirdek pozitif ve boyanmayan c¢ekirdek negatif kabul edilerek,
homojen ve yogun boyanan alanlarda sayilan 200 hucre icindeki pozitif
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boyanan g¢ekirdek sayisi kaydedilmigtir Her iki monoklonal antikorun
degerlendirmesinde de olgu bagina ortalama 20 dakika gerekmistir. Boylece
her iki antikor objektif verilerle degerlendirilmigtir.

PC10 monoklonal antikorunun boyanma siddeti antikorun dilusyonu ile
yakindan iligkilidir Tonsil germinal merkez hlcrelerinde 1/256 dilusyondan
itibaren artan tum konsantrasyonlarda hucrelerin % 99'unun boyandig
bildirilmektedir (188). Normal kolon mukozasinda PC10 antikorunun
kullaniidi  calismalarda antijen geri kazamm islemi uygulanmadan 1:200
dilusyonla pozitif hiicre ylzdesi 29.1, 1:400 dilusyonla 27.37, 19A2 antikoru
ile yapilan bir bagka galigmada 7 64 olarak bulunmusgtur (187, 193, 194). Bizim
calismamizda predilue olarak hazirlanmig ve antijen geri kazanim iglemi
uygulanan PC10 antikoru ile kript tabaninda boyanan hucrelerde pozitif hucre
yuzdesi normal mukozada ortalama % 8 (min 1.1-max 16.5)'dir Bu ¢aligmada
19A2 antikoruna yakin olarak elde edilen boyanma yuzdesinin, kullanilan
antikorun prediiue olmasina bagh oldugu dusunulmasgtar (170, 195).

Bizim olgularimizda; kolorektal adenom ve adenokarsinomlarda PC10 ile
pozitif boyanan hucre yuzdesi adenomlarda ortalama %22 (min 6-max 54) ve
adenokarsinomlarda ortalama %59 (min 32-max 90) olarak bulunmustur. PC
10 antikorunun 1/400 dilue edilerek kullanildi§i bir ¢calismada ise bu oranlar
adenom igin ortalama % 38 .48, adenokarsinom igin ortalama % 68.66 olarak
bildirilmektedir (193).

Bizim c¢alismamizda monoklonal Ki-67 antikoru ile pozitif boyanma; normal
kolon mukozasinda ortalama % 5 (min 0.5-max 14 5), kolorektal adenomiarda
ortalama %23 (min 8-max 61) ve kolorektal adenokarsinomlarda ortalama %54
(min36-max95 5) olarak bulunmustur. Frozen kesitlerde Ki-67 monoklonal
antikoru kullanilarak yapilan bir galigmada pozitif hucre yuzdesinin normal
kolon mukozasinin proliferatif zonunda %32.7 (min 17-max 19), orta derecede
displazili tubuler adenomlarda %423 (min 25 9-max 62), orta derecede
displazili tubulovilléz adenomlarda %487 (min 317-max 66.5) oldugu
bildirilmistir (196). Yine Ki-67 monoklonal antikoru kullanilarak yapilan bir
baska calismada normal mukoza ve tranzisyonel mukozada pozitif boyanan
hucre  yuzdesi  %5in  alinda  bulunmugtur  (197). Literaturde
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adenokarsinomlarda monoklonal Ki-67 ife boyanma yuzdesi %17 1 (min O-max
60), %37 6 (min 6.6-max 75.3), % 66.3 (min 20-max 87) gibi farkii degerlerde
bildiriimektedir (196-1 98).

Bizim olgularimizda; her iki yontemle de boyanabilen 20 adenom ve 30
kolorektal adenokarsinom olgusunun PCNA ve Ki-67 degerleri arasinda
yapilan karsttagtirmada adenom grubunda uyumiuluk tespit edilirken (r=0.454,
p<0.05) adenokarsinom grubunda uyumsuziuk tespit edildi. Daha énce yapian
caligmalarda reaktif lenfoid hiperplazi ve lenfoma olgularinda Ki-67 ve PCNA
boyanmasi arasinda lineer iligki izlenirken, rutin kolorektal biyopsi
materyallerinde iligki olmadigi bildirilmistir (187).

Cok basamakii kolorektal karsinogenez teorisinde buyime  kontroluniin
progresif kaybt ve huicre proliferasyonun kolon kriptleri boyunca yer
degistirmesi yer almaktadir (198-201). Kolon mukozasinda proliferatif zon
kriptlerinin tabanina sinirls iken, yUzeyde diferansiye olan hicreler bulunur. in
vivo calismalarda tiimér gelisiminin erken dénemlerinde proliferasyon zonunun
yuzeye dogru yer degistirdigi gosteriimigtir (200, 202). Bizim ¢alismamizda da
PC10 ve monokional Ki-67 antikorlari ile elde edilen proliferasyon indeksleri
normal mukoza, adenom ve adenokarsinom dokulan arasinda istatistiksel fark
gostermis (p<0.01) ve bu teoriyi desteklemistir. Calismamizda kolorektal
karsinogenezde rol oynayan p53 ifadesinin proliferasyon aktivitesinden
bagimsiz olarak ortaya ciktigr dikkati cekmistir

Caltgmamizda PCNA ve Ki-67 indeksinin 1 cm'den buytk adenomlarda daha
yuksek oldugu, bu farkin PCNA ile anlamh (p<0.05), Ki-67 ile anlamsiz
(p=0.08) oldugu gorulmustir, Literattirde ise PCNA ve Ki-87 indeksi ile
adenom capi arasinda iligki butunmamistir (193, 196). Yang ve arkadasiarinin
calismasinda histolojik tipler ile PCNA indeksi arasinda aniami; iligki bulunmus
(p=0 03) ve tubuler ve villsz adenomlarda, tubulovilléz adenomiara gbre daha
yuksek PCNA indeksi oldugu bildirilmistir (1 93). Bir bagka calismada
tubllovilléz adenomlarda tubiiler adenomlara gére daha ylksek Ki-67 indeksi
olduju, ancak farkin anlaml olmadi§i  bildirilmektedir (196). Bizim
calismamizda da Ki-67 indeksini tubllovilléz ve villoz adenomlarda, tubller
adenomlara gdre daha yuksek oldugu, ancak istatistiksei fark gostermedigi

69




bulunmustur. Displazi ve hasta yasgi ile PCNA ve Ki-67 indeksleri arasinda da
iligki bulunmamistir

Kolorektal —adenokarsinomiar erkeklerde akciger, kadinlarda meme
karsinomlarindan sonra hemen ikinci sirayi alarak maligniteye baglh morbidite
ve mortalitede ¢nemli bir yer tutmaktadir (203, 204) Erken tani, tarama
programlari ve cerrahi girisimlerdeki gelismelere radmen kolorektal
karsinomlarin prognozunu iyilegtirmede ki basari ¢ok sinirli olmustur (205).
Calismalar daha malign biyolojik davranig gésteren timérierin belirlenebilmesi
uzerinde yogunlagmistir. Kolorektal karsinomlarin prognozu ile iliski gésteren
en Onemli parametre hastaligin evresidir (78, 79, 206, 207). Tum evreleme
sistemlerinin zayif yénu lenf dugumu tutulumu olmayan ancak kéti prognozu
olan ya da lenf dugumu tutulumuna ragmen sagkalm siresi uzun olan
hastalart tahmin etmemize imkan vermemesidir. Bu durum &zellikle kemoterapi
uygulandiginda &nem kazanmaktadir. Hastanin yag:, cinsiyeti, tumérun
buyume paterni (infiltratif-sinirl)), damar invazyonu, perinéral invazyon,
metastaz olan lenf dG§umi sayisi, tumor cevresindeki lenfositik infiltrasyon,
tumar ¢api, tumdr lokalizasyonu ve grade ile prognozun iligkisini gésteren gok
sayida caligma yapilmis, ancak bu parametrelerin tumuniin klinik evreden
badimsiz olmayan prognostik faktérier oldugu gorulmustir (78, 81, 206). Hucre
proliferasyonunu belirleyen farkli yéntemier kullanilarak yapilan ¢alismalarda
malign potansiyel ve grade ile ilgili farkli sonuglar bildiriimistir. invaziv tumér
sinirindaki PCNA ifadesinin kolorektal karsinomda karaciger ve lenf dugumu
metastaz! ile ilgili oldugunu, PCNA ile belirlenen proliferasyon indeksinin tumér
evresine bagli olmadan rekurrens ve kot yagam siiresini belirleyebilen
badimsiz belirteg oldugunu bildiren ¢alismalar vardir (172, 208, 209, 210).
Kubota ve arkadaglan 3 yil veya daha uzun sire izlenmig kolorektal
karsinomlu 100 hastada Ki-67 skorunu 1 ile 90 (ortalama 34.6) arasinda
degigen degderlerde bulmuslardir Duke siniflamasina A ewvesinde; B, C ve D
evrelerine gore Ki-67 skoru daha yuksek bulunmus ve hastalarin yagam suresi
ile Ki-67 skoru arasinda iligki butunmamigtir (210) Bir calismada 74 kolorektal
karsinom olgusunda flow-sitometre ve Ki-67 monoklonal antikoru ile tumér
buyume fraksiyonu dederlendirildijinde ortalama Ki-67 ve S-faz degerleri
sirasiyla %17.1 (%0 - %60) ve %17.5 (%3 -%39) olarak bulunmustur. Ki-67
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indeksi ile hastanin yasi, lenf dugumd metastazi, tumérin boyutu, yerlesimi,
evresi, diferansiyasyon derecesi ve diploidisi arasinda iligki bulunmamistir
(197). Bir bagka ¢alismada DNA diploid adenokarsinomlarda PCNA ve Ki-67
ite belirlenen tumér proliferasyon indeksleri ile histolojik grade, lenfositik
infiltrasyon, tumér cevresindeki fibrozis, anjiolenfatik invazyon, invazyon
derinligi, lenf duumu metastazi ve uzak metastaz arasinda iliski

bulunmamigtir (175).

Proliferatif aktivitenin kolorektal adenokarsinomiarda prognozu bhelirlemedeki
roluntt saptamak amaciyla evre, hastanin yagl, cinsiyeti, timérun bulyime
paterni (infiltratif-sinirli), vendz invazyon, perindral invazyon, lenf dugumu
metastazi, tumér gevresindeki lenfositik infiltrasyon ve grade ile PCNA ve Ki-
67 indekslerinin karsilagtiridig caligmamizda, gevresinde mononiikleer hicre
cevabi olan, lenf dugumi metastazi olan, infiltratif blytme paterni gosteren
tumorlerde; erkeklerde ve 50 yas uzeri hastalarda Ki-67 ve PCNA indekslerinin
daha yuksek oldugu goralmistar,  Ayrica Fischer‘in modifive Duke
siniflamasina gore evresi C1, C2 ve D olan tumdrlerin, evresi A ve B olan
tumérlere gére daha yiksek proliferasyon indeksi gésterdikieri de dikkati
¢ekmistir. Bununla birlikte; bu Klinik ve histopatolojik parametrelerin
proliferasyon indeksinin derecesi ile istatistiksel olarak iligkili olmadiklari
gortimustur (Tablo 4),

Kolorektal karsinomu olan hastalarda izlenen prognoz ve klinik cevaptaki
heterojenite nedeniyle PCNA ya da Ki-67 gibi biyolojik kriterlerin hastalarin
prognostik gruplanmasina eklenmesinin yararl olabilecegi dusunulse de bu
caligmada elde edilen sonuglann prognozu belirlemede roli oldugu bilinen
parametrelerle (hasta yasi, cinsiyeti, tumérin buyume paterni, venz invazyon,
perinéral invazyon, lenf nodu metastazi, tumor c¢evresindeki [enfositik
infiltrasyon ve grade) uyumlu olmamasi ve literatirde de farkh sonuglar
bitdiriimesi nedeni ile daha genis serilerde ve uzun siireli takibi olan hastalarda
yapilacak galismalara ihtiyag oldugu dusUnulmustur (172, 175, 208, 209).

Bizim g¢alismamiz ve literaturde bildirilen bazi diger gcalismalarda oldugu gibi
Ki-67 ve PCNA ile belirlenen buyume fraksiyonunun prognostik dider
parametrelerle dogrudan iligkisi olmasa bile Ki-67 ve PCNA ile belirlenen
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buyume  fraksiyonlarinin  tedaviyi  ySnlendirme potansiyeileri gdzden
kaciriimamaldir - Kolorektal adenokarsinom tedavisinde &nemli bir sorun
adjuvant kemoterapi protokolleri igin uygun hastalari belirlemektir Bugun igin
hastalar klinikopatolojik kriterler ile secilmektedir. Kemoterapi esas olarak
tumdrlerde kemoterapiye cevabin daha iyi oldugu bildirilmistir (211, 212).
Seymour ve arkadaglari meme karsinomlarinda P-gp ile immun boyanmanin
klinik kullanilabilirligini aragtirmiglar ve ilerlemis meme karsinomiu 101 hastada
yuksek P-gp ifadesi ile yiksek Ki-67 ifadesi arasinda anlami bir iligki
bulmuslardir. P-gp ifadesinin hicre déngusine bagimh olabilecegini ve asir
ifadenin hizli hucre dénglisu ile ilgili olabilecegini dustinmuslerdir, Buna karsin
P-gp pozitif boyanmasi ile kemoterapi bagarisizi§i veya yasam suresi
arasinda iligki bulamamiglardir  (213). Calismamizda ise kolorektal
adenokarsinom olgularimizda PCNA ve Ki-67 ile saptanan proliferasyon
indeksi ile P-gp ifadesi arasinda istatistiksel iligki bulunamamig, ancak P-gp ile
pozitif boyanan olgularda daha yilksek PCNA ve Ki-67 indeksleri oldugu

P-gp, mdrt geninin triini olup baz: normal dokularda ve timdrlerde bulunur
(173). Bizim ¢alismamizda da P-gp (JSB-1 monokional antikoru) ile 30 normal
kolon mukozasinin 6'sinda, 6zellikle goblet hucrelerinin  ve mukus
sekresyonunun yogun oldugdu alanlarda pozitif boyanma izlenmistir:

P-gp ifadesi ile kemoterapiye cevap ve prognoz arasindaki en gugli iligki
gocukiuk cagi timoérlerinden rabdomyosarkom, noroblastom, osteosarkom ve
Ewing sarkomunda izlenmistir (214, 21 5). Over karsinomlan ve kiigtik hucreli
akciger karsinomlarinda da P-gp ifadesinin kombine kemoterapiye Klinik
direnci belirlemede yararh oldugu bildiriimigtir (216).

Kolorektal adenokarsinomlarda kemoterapi tedavisinde ilk basamak olarak
kullanifan  5-Fluorouracilin  (5-FU) hedef enzime (thymidilate sentetaz)
afinitesinde azalma, etkisini sintrlayan o6nemli bir fakiordur. Tedaviye
leucovorin eklenmesinin hicre ici folat dizeyini yukselterek, hedef enzime
afiniteyi artirdigi deneysel ve klinik calismalarla godsterilmistir (217, 218)
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Yuksek riskli kolorektal karsinom olgularinda tek bagina radyoterapinin yagam

suresini uzatmadidi, ancak lokal rekurrens oranini dustrdugu bilinmektedir

(219). Postoperatif radyoterapi ile kombine edilen 5-FU temeline dayanan
sistemik kemoterapi ile rekurrenslerin %34 ve kansere bagl Slimlerinde %36

oraninda azaldid: bildiriimistir (220),

Tumér hucrelerinde, ¢ok ilaca direng bir veya daha fazla kemoteropétik ajanla
kargilagildiktan sonra veya birgok tumérde oldugu gibi kemoterapiden 6nce
primerde olabilir. Primer kolon karsinomlarinda tedaviden énce mdr1 ifadesi
yuksek oranlardadir. Pirker ve arkadaslan 113 primer kolorektal karsinomlu
hastada prospektif olarak mdr1 ve mdr2 gen ifadesini mdr1 RNA ve mdr2 RNA
varligl ile degerlendirmigler, olgularin  %65inde mdr1 RNA pozitifligi
saptanirken, mdr2 RNA pozitifligi ise higbir olguda saptanmamistir. Evre 2 ve 3
olan ve operasyon sonrasi intravendz 5-FU ve leucovorin tedavisi alan 30
hasta ile kemoterapi almayan hastalar karsilastinldiginda her iki grupta yasam
suresinin tumdrun mdr1 RNA ifadesi ile iligkisi olmadidi gértlmustur (221). Bir
bagska c¢alismada  kolorektal  karsinomlu 95 hastanin  65'inde
immunhistokimyasal boyama yéntemi ile P-gp pozitif boyanma orari %68
olarak bulunmustur (222) Bizim calismamizda 30 kolorektal adenom
olgusunda P-gp ile boyanma gérulmezken, adenokarsinom olgularinin 18'inde,
(%60) pozitif boyanma izlenmistir. Adenokarsinomlarda literatiirde bildirilen
oran ile uyumlu pozitif boyanma olmasina radmen, literatirde adenomlarda P-
gp boyanma o&zellikleri ile ilgili ¢aligmaya rastianiimamis ve adenomlarda
pozitif boyanma olmamasinin primer c¢ok ilaca direncin kolorektal
tumdrogenezisin  ge¢  doénemlerinde ilag direnci gosteren  hicre

populasyonlarinin ortaya cikmasi ife ilgili olabilecegi disunulmusgtir.

Mutant p53'un spesifik olarak mdr1 promoter'ini aktive ederken, asii p53'ln
baskiladi§i gérulmus, mdr promoter' ile p53'in birlikte NIM3T3 hiicre dizisine
kotransfeksiyonu ile yapilan deneysel calismalarda mutant p53'Gn mdr1
ifadesinde rolu olabilece§i ileri suruimustur (223). P-gp ile pozitif boyanan 18
kolorektal adenokarsinom olgumuzun 13'Unde p53 ile pozitif boyanma
izlenirken, 5'inde negatif boyanma izlenmis (p>0.05) ve kolorektal
adenokarsinomlarda daha 6nce ¢aligilan myelodisplastik sendromiardaki gibi
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mutant ve asil ps3Un P-gp duzenlenmesinde belirleyici  olmadig
dustnulmusgtur (224).

Kolorektal adenckarsinom olgularimizda pS3 ve P-gp igin boyanan alan
yuzdesi ve boyanma siddetinin korelasyonuna kendi iclerinde ayrt ayr
bakildiginda boyanan alan yiizdesi ile boyanma sgiddeti arasinda guclu bir
korelasyon oldugu (p53 r=0.98, P-gp r=0.90), bu tur ¢calismalarda her iki verinin
de sonuglart degerlendirmek icin kuflanilabilecegi gorulmustur

In vitro ¢alismalarda mdr hicre dizilerinin S-Fluorouracil de dahil olmak Uzere
bir ¢ok ilaca normaide duyarly oldugu gésterilmigtir (225). Bizim calismamizda
da JSB1 monokional antikoru ile immunhistokimyasal boyama uygulanan 30
Kolorektal adenokarsinom olgumuzdan 5-Fluorouracil temeline dayanan
sistemik kemoterapi alan ve Kklinik izlemi alan 15 olguda boyanmanin pozitif
veya negatif olmasinin tedaviye yanit oranini aniami olarak degistirmedigi
gorulmustar:

Bu ¢alismada barsak mukozasinda proliferasyon ile baslayan, onkogenlerin
aktivasyonu ve tumor baskilayici genlerin inaktivasyonu ile devam eden
kolorektal karsinogenez icin model olarak sectigimiz normal mukoza, adenom
ve adenokarsinom gruplarinda p53 ifadesi ile  PCNA ve Ki-67 ile saptanan
doku prbfifer'asyon indekslerinin - normal  mukozadan adenoma ve
adenokarsinoma dogru progresif artig gésterdigi; normal mukozada varolan ve
adenom evresinde kaybolan P-gp ifadesinin adenokarsinomlarda yeniden
ortaya ¢ikabildi§i gérilmustur. Kolorektal adenokarsinomiarin prognoz ve
tedavisinde rol oynayabilecegi iteri siiriilen tumér proliferasyon indeksi ile
prognozu belirlemede roli oldugu bilinen parametreler (hasta yasi, cinsiysti,
tumérun buyume paterni, vendz invazyon, perinéral invazyon, lenf nodu
metastazi, timor cevresindeki lenfositik infiltrasyon ve grade) arasinda iliski
bulunamamasi nedeniyle uzun sureli takibi olan hastalardan olusan daha
genis serilerde yeni prognostik ve tedaviyi yonlendirici parametrelerle

yapilacak calismalara ihtiyag oldugu disuntimdstar.
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6. SONUGLAR

1. Olusturulan galisma gruplarinda adenom grubunda yas ortalamasi 48.9,
adenokarsinom grubunda ise 58.7 olup, bu fark anlamli bulunmustur,

2 NO-7 monokional antikoru ile normal mukozaya ait preparatiarda boyanma
olmazken, kolorektal adenomiarin 7 tanesinde ve adenokarsinomlarin 21'inde
pozitif ~boyanma saptanmis ve P93  mutasyonunun  adenomdan
adenokarsinoma gecis asamasinda rof oynadigi gérust desteklenmistir. Ancak
p53 boyanmas: ile adenom cap, tipi ve displazi derecesi arasinda anlamii bir
ifigki bulunmadidi igin tum pozitif boyanmalarin mutasyonian temsil etmedidi
dusunilmustir,

3. Kullanilan iki proliferasyon belirleyicisi arasinda boyanma ydntemlerinin
oturtulmast konusunda PC10 monoklonal antikoru ile immunhistokimyasal
boyama yénteminin daha basit ve hizl oldugu; monoklonal Ki-67 antikoru ile
immunhistokimyasal boyama yonteminin ise antijenin yeniden kazanimas
esnasinda dikkat, titizlik ve uzun zaman gerektiren, her laboratuvar ve her
doku igin standardize ediimesi icin birgok 6n denemeye ihtiyag duyulan daha
kompleks bir yéntem oldugu gorulmustir.  Antijenlerin yeniden kazaniimasi
yonteminde kaynatma suresinin doku tespit suresi, doku capl ve tesbit
solisyonunun hacminden baska faktdrlerden de etkilenebilecedi ve bu
konunun arastiriimasi gerektidi dustnulmustir,

4. Proliferasyon belirleyicisi olan PC10 ve monackional Ki-67 antikory ile
boyanma sonuglarinin  adenomiarda uyumiu iken, adenokarsinomlarda
uyumsuz oldugu gérilmus, ancak nedeni konusunda bir yorum yapilamamustir

5. Normal kolon mukozasinda PC10 monokional antikoru ile bulunan pozitif
hicre yuzdesinin literaturde bildirilen oranlardan disuk olmasi, kullanilan
antikorun predilie olmasina baglanmistir

6. PC10 ve monokional Ki-67 antikory ile belirlenen proliferatif aktivite normal
mukozadan adenoma ve adenokarsinoma dogru progresif artig gbstermis ve
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kolorektal karsinogenezde buyume Kkontroluniin progresif kaybi oldugu
gorugunu desteklemis, p53 ve P-gp ifadesi ile ise iligkisi bulunmamistir;

7. Kolorektal adenomlarda adenom tipi ve displazi derecesi ile PC10 ve
monokional Ki-67 antikoru ile belirlenen proliferatif aktivitenin istatistiksel
olarak iligkili olmadi§ ancak 1 cm Gzerindeki adenomlarda PC10 ile belirlenen
proliferasyon indeksinin istatistikse! olarak fark yaratacak kadar ylksek oldugu
goraimustir,

8. Kolorektal adenokarsinomiarda proliferasyon indeksi ile kiinik ve patolojik
prognostik parametreier arasinda iliski bulunmamis ve daha genig serilerde,
uzun sureli takibi olan hastalarda yapilacak caligmalara ihtiyag oldugu
dusinuimastur.

9. P-gp pozitif ve negatif olan olgularda p53 boyanmasi arasinda fark
bulunmamrs ve kolorektal adenokarsinomlarda mutant veya asil p53'un P-gp
duzenlenmesinde belirleyici rol oynamadiklart sonucuna variimigtir

10. Kolorektal adenokarsinom olgularimizda p53 ve P-gp icin boyanan alan
ylzdesi ve boyanma siddetinin korelasyonuna kendi iglerinde ayri ayri
bakildidinda boyanan alan yuzdesi ile boyanma siddeti arasinda gugclu bir
korelasyon oldugu (p53 r=0.98, P-gp r=0.90), bu tur ¢alismalarda sonuglari
degerlendirmek icin her iki yontemin de kulianilabilecegi gorulmustir.

11. Kolorektal adenokarsinom olgularimizda literaturle uyumlu olarak primer
CID orant %60 olarak bulunmus ve P-gp ifadesinin 5-FU temeline dayanan
sistemik kemoterapi alan hastalarda tedaviye yaniti etkilemedigi gorulmustar.

12. Normal mukozada var olan P-gp ifadesinin adenomiarda kaybolurken,
adenokarsinomlarda yeniden ortaya c¢ikmasi tumér hicrelerinin klonal
diferansiyasyon ile varhklarini surdurebilmek icin gerekli yetenekier kazandig
gorusuni desteklemistir.

13 Kolorektal karsinogenezde; p53 ifadesi ile PCNA ve Ki-67 ile saptanan
doku proliferasyon  indekslerinin normal mukozadan adenoma ve
adenokarsinoma dogru progresif artiy  gosterdigi; P-gp ifadesinin ise
karsinogenezin ge¢ doénemlerinde ortaya ¢ikti§l gérulmustur  Tumér
proliferasyon indeksi ile prognozu belirlemede rolt oldugu bilinen parametreler
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(hasta yas, cinsiyeti, tuméran buyume paterni, venoz invazyon, perinéral
invazyon, lenf nodu metastazi, tumsr gevresindeki lenfositik infiltrasyon ve
grade) arasinda ligki bulunmamasi nedeni fle  uzun sireli takibi olan
hastalardan olusan daha genis serilerde yeni prognostik ve tedaviyi
yénlendirici parametrelerie yapilacak ¢ahismalara gerek oldugu sonucuna
variimistir
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7. OZET

Bu g¢ahgmada p53 ve P-gp ifadeleri ile proliferatif aktivitenin kolorektal
karsinogenezdeki rolleri; tumér proliferasyon  aktivitesinin prognozu
belirlemede roli oldudu bilinen parametreler (hasta yasi, cinsiyeti, tumérun
buylme paterni, vendz invazyon, perindral invazyon, lenf nodu metastazi,
tumor cevresindeki lenfositik infiltrasyon ve grade) ile iligkisi ve P-gp ifadesinin
kemoterapiye yanit tzerine etkisi arastirilarak kolorektal karsinogenezin c¢ok
y6nlu degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu amagla Akdeniz Universitesi Tip
Fakuitesi Patoloji Anabilim Dali argivinden 30 adenom ve 30 adenokarsinom
olgusu secilmis ve adenokarsinom ameliyat materyallerine ait 30 normal
mukoza alani alinarak calisma grubu olusturulmustur

Proliferatif aktiviteyi belirlemek igin PC10 (PCNA) ve monoklonal Ki-67 antikoru
(Ki-67) ile  immlnhistokimyasal boyama  y&ntemleri kullantdmustir.
Immunhistokimyasal boyama islemi agisindan iki proliferasyon belirleyiciden
PC10 daha basit ve hizli, monoklonal Ki-67 antikoru ise daha fazla dikkat,
titizlik,uzun cahisma suresi gerektiren ve standardizasyon igin birgok &6n
denemeye ihtiyag gdsteren bir yéntem oldugu bulunmustur,

Proliferasyon indeksleri (PC10 ve monoklonal Ki-87 antikoru ile belirlenen) ve
p33 (NO-7) pozitifliginin normal mukozadan adenom ve adenokarsinoma
gecigte progresif artig gosterdigi ve gruplar arasindaki farkin anlamis oldugu
gorulmustur. Proliferatif aktivite ile p53 pozitifligi arasinda iliski bulunmamasi
nedeniyle kolorektal karsinogenezde birbirlerinden bagimsiz olarak rol
oynadiklar dusunulmustur.

Adenom olgularinda saptanan p53 (NO-7 monokional antikoru) ile pozitif
boyanma adenom capt, tipi ve displazi derecesi ile iligkili bulunmamig ve NO-7
monoklonal antikoru ile immunhistokimyasal boyanmanin tum mutasyontari

temsil etmeyebilecedi dusunulmistir.

%



T

Kolorektal adenokarsinomlarda primer ¢ok ilaca direng P-gp (JSB) ile %60
olarak bulunmus ancak P-gp ifadesi ile kemoterapiye cevap arasinda iligki
bulunamamts, in vitro caligmalarda gosterildigi gibi 5-FUin ClD'den
etkilenmedigi saptanmigtir. Proliferatif aktivite ile prognozda rolii oldugu bilinen
klinik ve histopatolojik parametreler arasinda iligki izlenmedidi icin kolorektal
adenokarsinomlu hastalarin prognozlarnin belirlenmesi ve tedavilerinin
yonlendiriimesi- konusunda daha genis serilerde baska prognostik
parametrelerle yapitacak calismalara ihtiyag oldugu ortaya gikmistir.
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